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MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

7617  ORDEN de 5 de abril de 2001 por la que
se modifican los anexos I, IV, V, VI y IX del
Reglamento sobre notificacion de sustancias
nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado
de sustancias peligrosas, aprobado por el Real

Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

El Reglamento sobre notificaciéon de sustancias nue-
vas Yy clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas, se aprobd por el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo. Esta disposicién se dicté de acuerdo
con las normas comunitarias reguladoras de la materia
constituidas fundamentalmente por la Directiva del Con-
sejo 67/548/CEE, relativa a la aproximacion de las dis-
posiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificacién, envasado y etiquetado de sus-
tancias peligrosas, asi como por sus posteriores modi-
ficaciones y adaptaciones al progreso técnico.

Mediante las Ordenes de 13 de septiembre de 1995,
de 21 de febrero de 1997, de 30 de junio de 1998,
de 11 de septiembre de 1998, de 16 de julio de 1999
y de 5 de octubre de 2000, se han introducido diversas
modificaciones en los anexos |, lll, IV, V y VI del citado
Reglamento, con el objeto de incorporar a nuestro Dere-
cho Interno las Directivas de la Comisién 93/101/CEE,
94/69/CE, 96/54/CE, 97/69/CE, 98/73/CE vy
98/98/CE, respectivamente, que adaptan al progreso
técnico la Directiva marco 67/548/CEE del Consejo,
citada anteriormente, modificando sus anexos.

Con posterioridad se han publicado la Directiva
2000/32/CE de la Comision, de 19 de mayo de 2000,
por la que se adapta por vigésima sexta vez al progreso
técnico la Directiva 67/548/CEE del Consejo relativa
a la aproximacion de las disposiciones legales, regla-
mentarias y administrativas en materia de clasificacion,
embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas, la
Directiva 2000/33/CE de la Comisién, de 25 de abril
de 2000, por la que se adapta por vigésima séptima
vez al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE ya cita-
da y la Decision de la Comisién de 19 de mayo de 2000
que corrige la Directiva 98/98/CE por la que se adapta
por vigésima quinta vez al progreso técnico la Directiva
67/548/CEE mencionada anteriormente, por lo que se
hace necesario proceder a su transposicion al ordena-
miento juridico espainol, mediante la presente Orden, que
se dicta de acuerdo con la habilitacion prevista en la
disposicién final primera del Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo.

En su virtud, oidos los sectores afectados y a pro-
puesta de las Ministras de Sanidad y Consumo y de
Ciencia y Tecnologia, dispongo:

Articulo 1.

El anexo | del Reglamento sobre notificacion de sus-
tancias nuevas y clasificacién, envasado y etiquetado
de sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto
363/1995, de 10 de marzo, queda modificado en la
siguiente forma:

a) En la tabla A se sustituira el simbolo quimico
A de Argdén (nimero atémico 18) por el simbolo Ar.

b) Se sustituyen las correspondientes entradas por
las que aparecen en el anexo A-1 de la presente Orden.

c) Se adicionan las entradas que aparecen recogi-
das en el anexo A-2 de la presente Orden.

Articulo 2.

El consejo de prudencia (frase S) combinada S 29/56
del anexo IV del Reglamento citado, se sustituird por
la siguiente redaccién:

$29/56: «No tirar los residuos por el desaglie; eli-
minese esta sustancia y su recipiente en un punto de
recogida publica de residuos especiales o peligrosos.»

Articulo 3.

La parte B del anexo V del Reglamento citado se
modificarad de la manera siguiente:

a) El capitulo B.10 (Mutagenicidad-ensayo de
aberraciones cromosémicas in vitro en mamiferos) se
sustituira por el texto del anexo B-1 de la presente Orden.

b) El capitulo B.11 (Mutagenicidad-ensayo de
aberraciones cromosdmicas in vivo en médula ésea de
mamiferos), se sustituira por el texto del anexo B-2 de
la presente Orden.

c) Elcapitulo B.12 (Mutagenicidad-ensayo de micro-
nucleos en critrocitos de mamifero in vivo), se sustituira
por el texto del anexo B-3 de la presente Orden.

d) Los capitulos B.13 y B.14 (Mutagenicidad-ensayo
de mutacion inversa en bacterias), se sustituirdan por el
texto del anexo B-4 de la presente Orden.

e) El capitulo B.17 (Mutagenicidad-ensayo de muta-
cion génica de células de mamifero in vitro), se sustituira
por el texto del anexo B-5 de la presente Orden.

f) El capitulo B.23 (Ensayo de aberraciones cromo-
sdmicas en espermatogonias de mamifero), se sustituira
por el texto del anexo B-6 de la presente Orden. El titulo
del capitulo B.23 que figura en la nota explicativa se
modificard en consecuencia.

g) Se anadira el texto del anexo B-7 [B.39. Ensayo
de sintesis de ADN no programada (UDS) en hepatocitos
de mamifero in vivo] de la presente Orden.

h) Se afnadiran los textos de los anexos B-8 (B.40
Corrosion cutanea) y B-9 (B.41 Fototoxicidad. Ensayo
de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU) de la presente Orden.

Articulo 4.

Se suprimira el cuarto guion de la introduccion gene-
ral de la parte C del anexo V.

Articulo b.

El anexo IX del Reglamento citado se modificara con
arreglo al anexo C de la presente Orden.

Articulo 6.

El anexo B de la Orden del Ministerio de la Presidencia
de 5 de octubre de 2000 por la que se modifican los
anexos |, lll, IV y VI del Reglamento sobre notificacion
de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etique-
tado de sustancias peligrosas, aprobado por el Real
Decreto 363/1995, de 10 de marzo, queda sustituido
por el anexo D de la presente Orden. Las modificaciones
que establece dicho anexo D se introduciran en el anexo
VI (criterios generales de clasificacion y etiquetado de
sustancias y preparados peligrosos) del Reglamento
mencionado en este articulo.

Disposicién derogatoria Unica.

Queda derogado el articulo 4 de la Orden del Minis-
terio de la Presidencia de 5 de octubre de 2000 por
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la que se modifican los anexos |, lll, IV y VI del Regla-
mento sobre notificacion de sustancias nuevas y cla-
sificacidn, envasado y etiquetado de sustancias peligro-
sas, aprobado por el Real Decreto 363/1995, de 10
de marzo.

Disposicion final primera.

Los articulos 1, 2, 4, 5 y 6, y los apartados a), b),
c), d), e), f) y g) del articulo 3 de la presente Orden
entraran en vigor a los seis meses de la publicacién
de esta Orden en el «Boletin Oficial del Estado».

Disposicién final segunda.

El apartado h) del articulo 3 de la presente Orden
entrara en vigor a los nueve meses de su publicacién
en el «Boletin Oficial del Estado».

Madrid, 5 de abril de 2001.
LUCAS GIMENEZ

Excmas. Sras. Ministras de Sanidad y Consumo y de
Ciencia y Tecnologia.
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ANEXO - Bl
«B.10. MUTAGENICIDAD — ENSAYO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS IN VITRO EN MAMIFEROS
1. METODO
E] presente método reproduce las directrices del documento 'OCDE TG 473 sobre el ensayo de aberraciones
cromosdémicas in vitro en mamiferos (1997).
1.1. INTRODUCCION

1.2.

£l ensayo de aberraciones cromosdmicas in vitro tiene por objeto detectar agentes que provocan aberraciones
cromosomicas estructurales en células de mamifero en cultivo (1) (2) (3). Las aberraciones estructurales pue-
den ser cromosémicas o cromatidicas. La mayoria de los mutdgenos quimicos dan lugar a aberraciones cro-
matidicas, aunque también pueden producirse aberraciones cromosdmicas. Un aumento de la poliploidia
puede indicar que una sustancia quimica es capaz de inducir aberraciones numéricas. No obstante, el presente
método no estd pensado para medir aberraciones de ese tipo ni se emplea habitualmente con ese fin. Las
mutaciones cromasdmicas y los efectos relacionados ocasionan numerosas enfermedades genéticas humanas.
Ademis de ello, son muchas las pruebas de que las mutaciones cromosémiicas y los efectos relacionados que
provocan alteraciones en los oncogenes y los genes supresores de tumores de las cdlulas somiticas intervienen
en la induccién de cinceres en los seres humanos y los animales de experimentacidn.

En el ensayo de aberraciones cromosémicas in vitro pueden emplearse cultivos de lineas celulares establecidas,
estirpes celulares o cultivos de células primarias. Las células deben seleccionarse sobre la base de su capacidad
de crecimiento en cultivo, la estabilidad cariotipica, el niimero y ia diversidad cromosémica y la frecuencia de
las aberraciones cromosémicas espontineas. '

En los ensayos in vitro suele ser necesario emplear un sistemna de activacién metabdlica exdgena, si bien éste
no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamiferos. Deben evitarse las circunstan-
cias que puedan conducir a resultados positivos que no reflejen la mutagenicidad intrinseca sino que se deban
a cambios en el pH, la osmolalidad o altos grados de citotoxicidad (4) ({5).

El ensayo se emplea para detectar las posibles sustancias mutigenas o carcinégenas para los mamiferos. Pese
a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo son carcindgenos para los
mamiferos, no hay una correlacién absoluta entre los resultados del mismo y la carcinogenicidad. La correla-
cién depende de la clase quimica. Ademis de ello, cada vez hay mis pruebas de que existen carcinégenos que
el ensayo no detecta, pues, al parecer, éstos actian por mecanismos distintos de la lesién directa del ADN.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Aberracién cromatidica: lesion cromosdmica estructural que consiste en la rotura de una cromitida o la
rotura y reunién de cromdddas.

Aberracién cromosdmica: lesion cromosémica estructural que consiste en la rotura o en la rotura y reunién
de ambas cromdtidas en el mismo sitio.

Endorreduplicacién: proceso en el que, en lugar de entrar en mitosis tras la fase S de replicacion del ADN,
el nicleo inicia otra fase S, lo cual da lugar a cromosomas con 4, 8, 16, etc. cromitidas.

Gap: lesién acromdtica mds estrecha que la cromdtida, con alteracién minima de la alineacién de las cromati-
das.

fndice mitdtico: proporcién entre el nimero de células en metafase y el ndmero total de células de una
poblacion celular; indica el grado de proliferacién de dicha poblacion.

Aberracién numérica: un cambio en el niimero de cromosomas a partir del nimero normal propio de las
células empleadas.
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Poliploidia: un maltiplo del nimero de dotacién cromosémica haploide (n) superior al diploide (3n, 4n, etc).

Aberracién estructural: alteracién de la estructura cromosémica (deleciones y fragmentos, intracambios o
intercambios) detectable mediante examen microscopico de la metafase de la division celular.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO

Se exponen los cultivos celulares a la sustancia de ensayo, con y sin activacién metabélica, tras lo cual se tra-
tan a intervalos preestablecidos con una sustancia que detenga la divisén celular en la merafase (por ejemplo,
Colcemid® o colchicina). Se recolectan las células, se tifien y se observan al microscopio aquéllas que se
encuentren en la metafase con el fin de detectar la presencia de aberraciones cromosémicas.

1.4. DESCRIPCION DEL METODO
1.4.1.  Preparacién

1.4.1.1. Células

Pueden emplearse lineas celulares, estirpes o cultivos de células primarias, incluidas las células humanas (fibro-
blastos de himster chino, linfocitos de la sangre periférica de humanos o de otros mamiferos, etc.).

1.4.1.2. Medios y condiciones de cultivo

Para mantener los cultivos se emplean medios de cultivo y condiciones de incubacién adecuados (recipientes
de cultdvo, concentracidn de CO,, temperatura y humedad). En el caso de las lineas celulares establecidas y las
estirpes, se comprobard regularmente la estabilidad del nimero cromosémico modal y la ausencia de conta-
minacién por micoplasma. Se desecharin los cultivos contaminados. Debe conocerse la duracién del ciclo
celular normal de las células empleadas en esas condiciones de cultivo.

1.4.1.3.  Preparacidn de los cultivos

Lineas celulares establecidas y estirpes: las células se obtienen de cultivos madre, se siembran en un medio de
cultivo 2 una densidad a la cual los cultivos no confluyan antes del momento de la recoleccion y se incuban a
37°C.

Linofocitos: se afiade sangre completa tratada con un anticoagulante (por ejemplo, heparina), o bien linfocitos
aislados procedentes de sujetos sanos, a un medio de cultivo que contenga un mitégeno (por ejemplo, fitohe-
maglutinina) y se incuba a 37°C.

1.4.1.4. Activacion metabélica

Las células deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de
activacién metabélica. El sistema mds cominmente empleado es una fraccién postmitocondrial (S9) a la que
se afiaden cofactores y que se obtiene de higados de roedores tratados con inductores enzimdticos como el
Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9) o una mezcla de fenobarbital y B-naftoflavona (10) (11) (12).

La fraccién postmitocondrial suele emplearse en concentraciones que varian del 1 al 10% v{v en el medio de
ensayo final. La eleccién del sistema de activacién metabdlica puede depender de la clase quimica de la sus-
tancia estudiada. En algunos casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas de fracciéon
postmitocondrial.

Son varias las técnicas —como la produccién mediante ingenieria genética de lineas celulares que expresen
enzimas activadores especificas— que pueden proporcionar el potencial de activacién enddgena. La eleccién
de las lineas celulares debe justificarse cientificamente (por ejemplo, por la importancia de la isoenzima del
citocromo P450 para el metabolismo de la sustancia de ensayo, etc.).



BOE num. 94 Jueves 19 abril 2001 14247

1.4.1.5. Preparacidn de la sustancia de ensayo

Las sustancias de ensayo sdlidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de tratar las células. Las sustancias de ensayo liquidas pueden afiadirse directamente al
sistema de ensayo yfo diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones de la sustancia de ensayo
recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas.

1.4.2.  Condiciones del ensayo

1.4.2.1. Disolvente o vehiculo

Es preciso cerciorarse de que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de
ensayo y es compatible con la supervivencia de las células y la actividad de la $9. Si se emplean disolventes o
vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale dicha compatibilidad. Siempre que sea
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso. Cuando
se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberin emplearse disolventes organicos que no con-
tengan agua. Esta podri eliminarse afiadiendo un tamiz molecular.

1.4.2.2. Concentraciones de exposicion

Para determinar la mayor concentracion de exposicién deben considerarse al menos los siguientes criterios:
citotoxicidad, solubilidad en el sistema de ensayo y variaciones del pH o la osmolalidad.

La citotoxicidad se determinard con y sin activacién metabdlica en el experimento principal mediante un indi-
cador adecuado de la integridad y el crecimiento celular, como el grado de confluencia, el recuento de células
viables o el indice mitético. Puede ser dtil determinar la citotoxicidad y la solubilidad en un experimento pre-
liminar.

Se empleardn al menos tres concentraciones analizables. Si se produce citotoxicidad, la gama de concentracio-
nes deberd abarcar desde la toxicidad mdxima hasta una toxicidad escasa o nula, lo cual suele significar que la
separacién entre concentraciones corresponde a un factor comprendido entre 2 y J10. En el momento de la
recoleccidn, con la concentracién mayor debe producirse una reduccién considerable del grado de confluen-
cia, el recuento celular o el indice mitdtico (en todos los casos superior al 50%). El indice mitético sélo cons-
tituye una medida indirecta de los efectos citotéxicos o citostdticos y estd relacionado con el tiempo trans-
currido desde el tratamiento. No obstante, cabe utilizar dicho indice para los cultivos en suspension en los
cuales las demds mediciones de toxicidad pueden resultar engorrosas y poco practicas. Los datos relativos a la
cinética del ciclo celular, como el tiempo medio de generacion (TMG), pueden servir de informacién adicional.
Sin embargo, ¢l TMG es una media general que no siempre refleja la existencia de subpoblaciones que presen-
tan retraso. Ademds de ello, incluso un ligero aumento del tiempo medio de generacién puede asociarse a un
retraso muy importante en el tiempo de mayor produccién de aberraciones.

En el caso de sustancias escasamente citotoxicas, la concentracién mdxima de ensayo seri la menor de estas
tres: 5 plfml, 5 mg/ml 0 0,01 M.

En el caso de sustancias escasamente solubles que no resultan téxicas a concentraciones inferiores al limite de
solubilidad, Ja mayor dosis empleada deberd corresponder a una concentracién superior a dicho limite en el
medio de cultivo final al terminar el periodo de tratamiento. En algunos casos (por ejemplo, cuando se pro-
duce toxicidad dnicamente con concentraciones superiores a la concentracién minima de insolubilidad), es
aconsejable hacer pruebas con varias concentraciones con precipitacién visible. Puede ser dtil determinar la
solubilidad al principio y al final del tratamiento, pues ésta pueda variar durante la exposicién en el sistema
de ensayo debido a la presencia de células, S9, suero, etc. La insolubilidad puede detectarse por simple obser-
vacién. El precipitado no debe interferir en la evaluacién del resultado.

1.4.2.3.  Controles positivos y negativos

En todos los experimentos deberdn realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en para-
lelo. con y sin activacién metabélica. Cuando se aplique ésta, la sustancia del control positivo ha de requerir
activacién para provocar una respuesta mutagénica.

En los controles positivos debe emplearse un clastégeno conocido con grados de exposicién en los que quepa
esperar un aumento reproducible y detectable respecto a la frecuencia esponténea, que ponga de manifiesto la
sensibilidad del sistemna de ensayo.
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Las concentraciones del control positive deben ser tales que los efectos sean claros, pero no revelen imediata-
mente al lector la identidad de los portaobjetos codificados. A continuacién figuran algunos ejemplos de sus-
tancias para los controles positivos:

Activacién metabélica Sustancia N° CAS Ne Einecs
Ausencia de activacién metabdlica Metanosulfonato de metilo 66-27-3 200-625-0
exdgena

Metanosulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7

Edl-nitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomicina C 50-07-7 212-072-2

N-6xido de 4-nitroquinolina 56-57-5 200-281-1
Presencia de activacién metabdlica Benzo[a]pireno 50-32-8 200-028-5
exdgena

Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4

Monohidrato de ciclofosfamida 6055-19-2

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. Deberd considerarse la utilizacién
en dichos controles de sustancias de clases quimicas afines, cuando sea posible.

Se realizardn, para cada periodo de recoleccion, controles negativos unicamente con el disolvente o vehiculo
en el medio de tratamiento, y se tratarin de igual manera que los cultivos del ensayo. Se preparin asimismo
controles sin tratar, salvo que exista informacién anterior sobre controles que demuestre que el disolvente ele-
gido no induce efectos nocivos ni mutigenos.

1.4.3.  Procedimiento

1.4.3.1. Tratamiento con la sustancia de ensayo

Las células en crecimiento se tratan con la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema de
activacién metabélica. Los linfocitos deben empezar a tratarse unas 48 horas después de la estimulacién mito-
génica.

1.43.2. Como norma, deben prepararse dos cultivos para cada concentracién y se recomienda seriamente hacer lo
propio en el caso de los controles negativos o el disolvente. Si se demuestra, sobre la base de datos anteriores,
que la diferencia entre los dos cultivos es minima (13) (14), puede bastar un solo cultivo para cada concentra-
cién.

Las sustancias gaseosas o voldtiles han de someterse a ensayo con métodos adecuados (recipientes de cultivo
herméticos, etc.) (15) (16).

1.4.3.3. Recoleccion de las células

En el primer experimento se exponen las células a la sustancia de ensayo, con y sin activacién metabélica,
durante 3 a 6 horas. Se toma una muestra transcurrido un periodo, desde el inicio del tratamiento, de aproxi-
madamente 1,5 veces la duracién del ciclo celular normal (12). Si este protocolo dz resultados negativos con
y sin activacion, debe efectuarse otro experimento sin activacién, pero con tratamiento continuo hasta que se
tome la muestra tras un periodo de aproximadamente 1.5 veces la duracién del ciclo celular normal. Algunas
sustancias quimicas se detectan mejor con un tiempo de tratamiento y toma de muestra superior a dicho
periodo. La obtencion de resultados negativos en presencia de activacidn metabdlica debe confirmarse caso
por caso. Si dicha confirmacidn no se considera necesaria, debe justificarse.
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1.4.3.4.

1.4.3.5.

2.1.

2.2

Preparacidn de los comosomas

Se tratan los cultivos celulares con Colcemid® o colchicina por lo general durante un periodo de 1 a 3 horas
antes de la recoleccién. Los cultivos celulares se recolectan y procesan por separado para preparar los cromo-
somas. Dicha preparaci6n incluye el tratamiento hipoténico de las células, la fijacién y la tincién.

Anlisis

Antes de analizarlas al microscopio, se asignard un c6digo independiente a cada preparacién, incluidos los
controles positivos y negativos. Dado que los métodos de fijacién provocan con frecuencia la rotura de células
en metafase y la pérdida de cromosomas, todos los tipos de células analizadas deben contener un niimero de
centrémeros igual al nimero modal 2. Deben analizarse al menos 200 metafases bien extendidas en cada
concentracién y control y, en su caso, repartidas de forma equilibrada entre los cultivos dobles. La cantidad
puede ser menor si se observan numerosas aberraciones.

Pese a que el objeto del ensayo consiste en detectar aberraciones cromosémicas estructurales, es importante
registrar los posibles casos de poliploidia y endorreduplicacién.

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Dado que la unidad experimental es la célula, se evaluard el porcentaje de éstas que presenta aberraciones cro-
mosémicas estructurales. Se hard una relacién de los distintos tipos, el nimero y la frecuencia de dichas abe-
rraciones ¢n los cultivos experimentales y los controles. Los gaps se registrardn por separado y se recogerin
en ¢l informe, pero por lo general no se incluirin en la frecuencia total de aberraciones.

Asimismo, se registrardn las determinaciones de citotoxicidad realizadas en paralelo en todos los cultivos tra-
tados y los controles negativos de los principales experimentos sobre aberraciones.

Se proporcionarin los datos relativos a cada cultivo y se resumirdn en forma de tabla.

No serd preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberin aclararse
mediante mds ensayos en los que convendria modificar las condiciones experimentales. En el punto 1.4.3.3 se
trata la pertinencia de confirmar los resultados negativos. En los experimentos ulteriores se considerard la
posibilidad de modificar los pardmetros del estudio para ampliar la gama de condiciones analizadas. Entre los
parimetros modificables se encuentra la separacién entre concentraciones y las condiciones de activacion
metabélica.

EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento relacionado con la concentracion
o aumento reproducible del niimero de células que presentan aberraciones cromosdmicas, etc.). Debe conside-
rarse en primer lugar la importancia bioldgica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadisticos como
apoyo para evaluar los resultados del ensayo (3) (13). El hecho de que los datos estadisticos sean significativos
no ha de ser el tnico factor para determinar que una respuesta es positiva.

El aumento del nimero de células poliploides puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de inhibir
procesos mitdticos y de producir aberraciones cromosémicas numéricas. El aumento del niimero de células
con cromosomas endorreduplicados puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de inhibir la progre-
sién del ciclo celular (17) (18).

No se considerarin mutdgenas en el sisterna de ensayo las sustancias que den lugar a resultados que no se
ajusten a los criterios anteriores.

Si bien en la mayoria de los experimentos los resultados serdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nimero de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.
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Un resultado positivo en el ensayo de aberraciones cromosdmicas in vitro indica que la sustancia de ensayo
provoca aberraciones cromosdmicas estructurales en los cultivos de células somdticas de mamifero. Un resul-
tado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca aberraciones cro-
mosémicas en los cultivos de células somdticas de mamifero.

3. INFORME

INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolvente o vehiculo:
— motivacién de la eleccion del vehiculo,

-— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen,

Células:

— tipo y procedencia,

— caracteristicas del cariotipo ¢ ideoneidad del tipo de células empleadas,

— ausencia de micoplasma, si procede,

— informacién sobre la duracién del ciclo celular,

— sexo de los donantes de sangre, sangre completa o linfocitos aislados y mitégeno empleado,
— niimero de pases, si procede,

— métodos de mantenimiento del cultivo celular, si procede,

— numero modal de cromosomas.

Condiciones del ensayo:

— sustancia que detiene la divison celular en la metafase, concentracion empleada y duracién de la exposi-
cién de las células,

— fundamento de la seleccién de las concentraciones y del ntimero de cultivos (datos relativos a la citotoxi-
cidad, limites de solubilidad, si se conocen, etc.),

— composicion del medio, concentracién de CO,, si procede,

— concentracion de la sustancia de ensayo,

— volumen de vehiculo y de sustancia de ensayo afiadida,

— temperatura de incubacidn,

— tiempo de incubacién,

— duracién del tratamiento,

— densidad celular en el momento de la siembra, si procede,

— tipo y composici6n del sistema de activacién metabdlica, incluidos los criterios de aceptabilidad,
— controles positivos y negativos,

— métodos de preparacién de los portaobjetos,

— criterios de recuento de las aberraciones,
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numero de metafases analizadas,
métodos de determinacién de la toxicidad,

criterios empleadas para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o ambi-
guos.

Resultados:

signos de toxicidad {grado de confluencia, datos del ciclo celular, recuentos celulares, indice mitdtico,
etc),

signos de precipitacidn,
datos sobre el pH y la osmolalidad del medio de tratamiento, si se han determinado,
definicion de las aberraciones, incluidos los gaps,

nimero de células que presentan aberraciones cromosdmicas e indicacién por separado del tipo de dichas
aberraciones en cada cultivo tratado y cada control,

variaciones de la ploidia, en su caso,

relacion dosis-respuesta, cuando sea posible,

andlisis estadisticos, si se han realizado,

datos de los controles negativos (disolvente/vehiculo) y positivos realizados en paralelo,

datos sobre controles historicos negativos (disolvente/vehiculo) y positivos, intervalos, medias y desviacio-
nes estindar.

Discusién de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO - B2

«B.11. MUTAGENICIDAD — ENSAYO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS IN VIVO EN MEDUI.A OSEA

1.1,

1.2

DE MAMIFEROS

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 475 sobre el ensayo de aberraciones
cromosdmicas en médula dsea de mamiferos (1997).

INTRODUCCION

E! ensayo de aberraciones cromosdmicas in vivo en mamiferos se realiza para detectar aberraciones cromosé-
micas estructurales inducidas por la sustancia de ensayo en células de médula 6sea de animales —por lo gene-
ral roedores— (1) (2) (3) (4). Las aberraciones estructurales pueden ser cromosdmicas o cromatidicas. Un
aumento de la poliploidia puede indicar que sustancia quimica es capaz de inducir aberraciones numéricas. La
mayoria de los mutdgenos quimicos dan lugar a aberraciones cromatidicas, aunque también pueden produ-
cirse aberraciones cromosdmicas. Las mutaciones cromosémicas y los efectos relacionados ocasionan numero-
sas enfermedades genéticas humanas. Ademis de ello, son muchas las pruebas de que las mutaciones cromo-
somicas y los efectos relacionados que provocan alteraciones en los oncogenes y los genes supresores de
tumores guardan relacién con el cincer en los seres humanos y los sistemas experimentales.

En este ensayo se utilizan habitualmente roedores. El tejido diana es la médula ésea por estar muy vasculari-
zada y por contener una poblicacion de células de ciclo corto que pueden aislarse y tratarse con facilidad. En
¢l presente método no se consideran otras especies ni otros tejidos diana. :

El presente ensayo de aberraciones cromosémicas estd especialmente indicado para evaluar el riesgo mutagé-
nico, pues permite tomar en consideracién factores del metabolismo in vivo, de la toxicocinética y de los pro-
cesos de reparacién del ADN, si bien dichos factores pueden variar segin la especie y el tejido. Los ensayos in
vivo también resultan dtiles para ahondar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in
vitro.

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede
realizar el presente ensayo.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Aberracién cromatidica: lesion cromosomica estructural que consiste en la rotura de una cromitida o la
rotura y reunion de cromdtidas.

Aberracién cromosémica: lesién cromosdmica estructural que consiste en la rotura o la rotura y reunién de
ambas cromdtidas en el mismo sitio.

Endorreduplicacién: proceso en el que, en lugar de entrar en mitosis tras la fase S de replicacién del ADN,
el nicleo inicia otra fase S, lo cua} da lugar a cromosomas con 4, 8, 16, ctc. cromitidas.

Gap: lesidn acromitica mis estrecha que la cromitida, con alteracion minima de la alineacién de las croma-
tidas.

Aberracién numérica: nGmero de cromosomas distinto del nimero normal propio Je las células empleadas.
Poliploidia: un miltiplo del nimero de dotacién cromosémica haploide {n) superior al diploide (3n, 4n, etc.).

Aberracién estructural: alteracion de la estructura cromosémica (deleciones y fragmentos, intracambios o
intercambios) detectable mediante examen microscopico de la metafase de la divisidn celular.
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1.3.

1.4,

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2,

PRINCIPIO DEL METODO

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una via adecuada y se sacrifican a intervalos apropiados
tras el tratamiento. Antes de sacrificarlos, se les administra una sustancia que detenga la divisén celular en la
metafase (por ejemplo, colchicina o Colcemid®). A continuacién, se realizan preparaciones de cromosomas de
células de médula osea y se tifien, tras lo cual se analizan las células en metafase para detectar aberraciones
cromosdémicas.

DESCRIPCION DEL METODO

Preparacion

Seleccidn de la especie animal

Si bien suelen emplearse la rata, el ratén y el hdmster chino, puede utilizarse otra especie de mamiferos apro-
piada. Deben usarse animales adultos jévenes y sanos de cepas utilizadas habituaimente en laboratorio. La
variacion del peso de los animales al empezar el estudio ha de ser minima y no debe exceder de +20% del
peso medio de cada sexo.

Alojamiento y alimentacién de los animales

Se aplicardn las condiciones generales recogidas en la introduccién general de la parte B. La humedad debe
ser del 50 al 60%.

Preparacién de los animales

Se reparten al azar animales adultos jovenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas
se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posicién de las mismas sean minimos. Se identifica
a los animales de forma univoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco
dias.

Preparacidn de las dosis

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de su administracién a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis-
trarse directamente o diluirse antes de la administracién. Han de emplearse soluciones de la sustancia de
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestran que es posible conservarlas.

Condiciones del ensayo

Disolvente o vehiculo

El disolvente o vehiculo no deberd producir efectos toxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de
que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol-
ventes o vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale su compatibilidad. Siempre que
sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso.

Controles

Deberin realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en paralelo en ambos sexos y en
cada ensayo. Salvo por lo que respecta a la exposicion a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de
control deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados.

En los controles positivos deberian producirse aberraciones estructurales in vivo con grados de exposicién en
los que quepa esperar un aumento detectable respecto a la frecuencia espontdnea. Las dosis del control posi-
tivo deben ser tales que los efectos sean claros, pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los
portaobjetos codificados. La sustancia empleada en el control positivo podrd administrarse por una via dis-
tinta de la empleada para la sustancia de ensayo y la toma de muestras podré realizarse una sola vez. Podrd
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1.5.

1.5.1.

considerarse la utilizacién en dichos controles de sustancias de clases quimicas afines, cuando sea posible. A
continuacién figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos:

Sustancia N° CAS N° Einecs
Metanosulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
Edil-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomicina C 50-07-7 200-008-6
Ciclofosfamida 50-18-0 200-0154
Monohidrato de ciclofosfamida 6055-19-2
Trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manifiesto una variabilidad entre animales y
una frecuencia de células con aberraciones cromosémicas aceptables, se realizardn, para cada periodo de
muestreo, controles negativos dnicamente con el disolvente o vehiculo, y se tratardn, por lo demas, de igual
manera que los lotes tratados. Si se hace una sola toma de muestras en los controles negativos, el momento
mds oportuno para hacerla es tras el primer periodo de muestreo. Se realizarin asimismo controles sin tratar,
salvo que exista informacién anterior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehiculo
elegido no induce efectos nocivos ni mutdgenos.

PROCEDIMIENTO

Nimero y sexo de los animales

Los lotes tratados y los controles han de estar compuestos 2l menos por cinco hembras y cinco machos anali-
zables cada uno. Si en el momento en que se efectiie el estudio se dispone de datos sobre otros estudios reali-
zados con la misma especie y la misma via de exposicion, que demuestren que no hay diferenia significativa
entre sexos en cuanto a la toxicidad, serd suficiente el ensayo en un solo sexo. En caso de que la exposicién
humana a sustancias quimicas pueda ser especifica de un sexo, como sucede con algunos productos farmacéu-
ticos, el ensayo se realizard con animales del sexo correspondiente.

Pauta de tratamiento

Las sustancias de ensayo se administran preferiblemente en una sola vez, aunque también puede dividirse la
dosis —por ejemplo, en dos veces al dia separadas por algunas horas como miximo— con el fin de facilitar
la administracion de grandes cantidades. Si se siguen otras pautas debe justificarse cientificamente.

Se toman dos muestras en momentos distintos tras el tratamiento administrado en un dia. En el caso de los
roedores, la primera muestra se toma transcurrido un perfodo de 1,5 veces la duracién del ciclo celular nor-
mal (éste suele durar de 12 a 18 horas) desde el tratamiento. Dado que el tiempo necesario para que la sus-
tancia de ensayo se asimile y se metabolice, as{ como el efecto de ésta sobre la cinética del ciclo celular pue-
den modificar el momento éptimo para detectar aberraciones cromosémicas, se recomienda tomar otra mues-
tra 24 horas después de la primera. Si se siguen pautas de mds de un dia, ha de tomarse una muestra trans-
currido un periodo de 1,5 veces la duracidn del ciclo celular normal desde la dltima administracidn.

Antes de sacrificar los animales, se les inyecta por via intraperitoneal una dosis adecuada de una sustancia
que detenga la division celular en la metafase (por ejemplo, Colcemid® o colchicina). Se extraen las muestras
transcurrido un plazo oportuna, que en el caso de los ratones es de unas tres a cinco horas y en ¢l de los
hdmsters chinos, de unas cuatro a cinco horas. Se toman las células de la médula 6sea y se analizan en busca
de aberraciones cromosémicas.
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1.5.4.

1.5.7.

21

Dosis

Si se lleva a cabo un estudio previo de determinacién de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de
hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa, sexo y protocolo de tratamiento que el estudio
principal (5). Si se produce toxicidad, se administrardn tres dosis distintas para el primer periodo de muestreo.
La gama de dosis deberd abarcar desde la toxicidad maxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el periodo
de muestreo posterior se administrard (nicamente la dosis madxima. Se entenderd por “dosis mdxima" la que
produzca tales signos de toxicidad que si se administrara una dosis superior segiin el mismo protocolo resul-
tarfa probablemente letal. Las sustancias con actividades bioldgicas especificas a dosis bajas no téxicas {como
las hormonas y los mitégenos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de
la dosis y han de evaluarse caso por caso. La dosis mixima también puede definirse como la dosis que pro-
duce algin signo de toxicidad en la médula désea (por ejemplo, reduccién del indice mitdtico superior al
50%).

Ensayo limite

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mgfkg de pesa corporal administrada en una sola
vez, o dos veces en el mismo dia, no se observan efectos téxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan-
cias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com-
pleto con tres dosis diferentes. En el caso de estudios de mayor duracidn, Iz dosis limite serd de 2 000 mgfkg
de peso corporal/dia cuando el tratamiento dure hasta 14 dias y de 1 000 mgjkg de peso corporal/dia cuando
el tratamiento dure mdis de 14 dias. Si se prevé la exposicién humana a la sustancia, puede ser preciso admi-
nistrar una dosis mayor en el ensayo limite.

Administracién de las dosis

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gistrica o con una cinula de intubacién adecuada, o
bien por inyeccidn intraperitoneal. Pueden emplearse otras vias de administracién, siempre que se justifiquen.
El volumen méximo de liquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyeccién depende del
tamafio del animal de ensayo, pero no excederd de 2 mif100 g de peso corporal. Deberd justificarse la admi-
nistracion de volimenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberd reducirse al minimo la variabili-
dad del volumen de ensayo ajustando la concentracion de manera que el volumen sea el mismo en todas las
dosis.

Preparacién de los cromosomas

Se extrae la médula dsea inmediatamente después del sacrificio, se trata con una solucién hipoténica y se fija.
A continuacion, se extienden las células en portaobjetos y se tifien.

Anilisis

Se evalta la citotoxicidad determinando el indice mitético en un minimo de 1 000 células por animal, en
todos los animales tratados {incluidos los controles positivos) y en los controles negativos sin tratar.

Deben analizarse al menos 100 células de cada animal. La cantidad puede ser menor si se observan numero-
sas aberraciones. Antes de analizarlas al microscopio, se asigna un cédigo independiente a cada portaobjetos,
incluidos los controles positivos y negativos. Dado que los métodos de preparacién de los portaobjetos provo-
can con frecuencia la rotura de células en metafase y la pérdida de cromosomas, las células analizadas deben
contener un nimero de centrémeros igual a 2nt 2.

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los datos relativos a cada animal se presentardn cn forma de tabla. La unidad experiinental es el animal. Se
determinard en cada animal la cantidad de células analizadas, el nimero de aberraciones por célula y el por-
centaje de células que presentan aberraciones cromosomicas estructurales. Se hard una relacién de los distin-
tos tipos, ¢l numero y la frecuencia de dichas aberraciones en los lotes tratados y los controles. Los gaps se
registrardn por separado y se recogerin en el informe, pero por lo general no se incluirin en la frecuencia
total de aberraciones. Si no se observan diferencias en la respuesta de un sexo y otro, los datos relativos a
ambos sexos pueden considerarse conjuntamente en el andlisis estadistico.



BOE num. 94

Jueves 19 abril 2001

14257

2.2,

EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento de la proporcién de células con
aberraciones cromosémicas relacionado con la dosis, claro aumento del nimero de células que presentan abe-
rraciones en un lote al que se ha administrado una sola dosis y en el que se ha realizado una (nica toma de
muestras, etc). Debe considerarse en primer lugar la importancia biolégica de los resultados. Pueden
emplearse métodos estadisticos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (6). El hecho de que los
datos estadisticos sean significativos no ha de ser el dnico factor para determinar que una respuesta es posi-
tiva. Los resultados dudosos deberdn aclararse mediante mds ensayos en los que convendria modificar las con-
diciones experimentales.

El aumento de la poliploidia puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de producir aberraciones cro-
mosdmicas numéricas. El aumento de la endorreduplicacién puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz
de inhibir la progresién del ciclo celular (7) (8).

No se considerardn mutigenas en el ensayo en cuestién las sustancias que den lugar a resultados que no se
ajusten a los criterios anteriores.

5i bien en la mayoria de los experimentos los resultados serdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nimero de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resultado positivo en ¢l ensayo de aberraciones cromosdmicas in vive indica que la sustancia de ensayo
provoca aberraciones cromosémicas en la médula Gsea de la especie estudiada. Un resultado negativo indica
que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca aberraciones cromosémicas en la
médula ésea de la especie estudiada.

Deberi estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos pasen al torrente circulato-
rio o lleguen especificamente al tejido diana (toxicidad sistémica, etc.).

INFORME

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo incluird la informacidn siguiente:

Disolvente o vehiculo:

— motivacion de la eleccién del vehiculo,

~— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.
Animales de ensayo:

— especie y cepa utilizadas,

— numero, edad y sexo de los animales,

— procedencia, condiciones de alojamiento, alimentacidn, etc.,

— peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviacién
estindar de cada lote.

Condiciones del ensayo:

— controles positivos y negativos (vehiculo o disolvente),

— datos relativos al estudio de determinacién del intervalo, si se ha llevado a cabo,
— fundamento de la seleccidn de la dosis,

— preparacién de la sustancia de ensayo,
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administracion de la sustancia de ensayo,
fundamento de la eleccién de la via de administracién,

métodos de comprobacién de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana,
en su caso,

conversion de la concentracién de la sustancia de ensayo en el agua ingerida yfo la dieta (ppm) en la
dosis real (mgfkg de peso corporal/dia), si procede,

calidad de los alimentos y el agua,
descripcién detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras,
métodos de determinacién de la toxicidad,

sustancia que detiene Ja division celular en la metafase, concentracién empleada y duracién del trata-
miento,

métodos de preparacion de los portaobjetos,
criterios de recuento de las aberraciones,
namero de células analizadas por animal,

criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos.

Resultados:

signos de toxicidad,

indice mitético,

tipo y nimero de aberraciones observadas en cada animal,

namero total de aberraciones por lote, medias y desviaciones estindar,

nimero de células con aberraciones por lote, medias y desviaciones estindar,
variaciones de la ploidia, en su caso,

relacién dosis-respuesta, cuando sea posible,

andlisis estadisticos, si se han realizado,

datos de los controles negativos realizados en paralelo,

datos sobre controles histéricos negativos, intervalos, medias y desviaciones estindar,

datos de los controles positivos realizados en paralelo.

Discusidn de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO - B3

«B.12. MUTAGENICIDAD — ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS DE MAMIFERO IN VIVO

1.1.

1.2,

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 474 sobre el ensayo de microndcleos
en eritrocitos de mamifero (1997).

INTRODUCCION

El ensayo in vivo de microniicleos en mamiferos se emplea para detectar lesiones provodadas por la sustancia
de ensayo en los cromosomas o el aparato mitético de eritroblastos mediante el andlisis de eritrocitos toma-
dos de la médula Gsea yfo la sangre periférica de animales (por lo general roedores).

El ensayo de micronticleos tiene por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas que
dan lugar a la formacién de micronicleos con fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros retardados.

Cuando los eritroblastos de la médula 6sea se transforman en eritrocitos policromiticos, el niicleo principal es
expulsado y el micronicleo, caso de haberse formado, puede permanecer en el citoplasma, que de lo contra-
rio quedaria anucleado. Resulta mis ficil visualizar los micronticleos en estas células, pues carecen de nicleo
principal. El aumento de la frecuencia de microniicleos en los eritrocitos policrométicos de animales tratados
es indicativo de la existencia de lesiones cromosdmicas inducidas.

En este ensayo se emplea habitualmente médula dsea de roedores, pues es en ese tejido donde se forman los
eritrocitos policromdticos. La deteccién de eritrocitos inmaduros (policromiticos) micronucleados en la sangre
periférica también puede llevarse 2 cabo en otras especies en las que se haya demostrado que el bazo no es
capaz de eliminar los eritrocitos micronucleados o que son suficientemente sensibles para detectar agentes
que provocan aberraciones cromosémicas numéricas o estructurales. Entre los diversos criterios para distin-
guir los micronicleos figura la determinaci6n de la presencia o la ausencia de centrémero o de ADN centro-
mérico en los mismos. El parimetro principal es la frecuencia de eritrocitos inmaduros (policrométicos)
micronucleados. Si los animales se tratan de forma continua durante cuatro semanas o mis, también puede
emplearse como parimetro en el ensayo el nimero de eritrocitos maduros {normocrométicos) con microni-
cleos en la sangre periférica respecto a un nimero determinado de eritrocitos maduros.

El presente ensayo in vivo de micronticleos en mamiferos esté especialmente indicado para evaluar el riesgo
mutagénico, ya que permite tomar en consideracién factores del metabolismo in vivo, de la farmacocinética y
de los procesos de reparacién del ADN, si bien dichos factores pueden variar segtin la especie, el tejido y el
aspecto genético considerado. Los ensayos in vivo también resultan dtiles para ahondar en el estudio de los
efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro,

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede
realizar el presente ensayo.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Centrémero (cinetocoro): regién (o regiones) del cromosoma que se asocia a las fibras del huso acromitico
durante la divisién celular para permitir el movimiento ordenado de los cromosomas hijos hacia los polos de
las células hijas.

Micronicleo: niicleo pequefio, adicional al nicleo celular principal y separado de €l, y producido durante la
telofase de la mitosis o la meiosis por fragmentos cromosomicos o cromosormas enteros retardados.

Eritrocito normocromdtico: eritrocito maduro que carece de ribosomas y que se distingue del eritrocito
policromitico (inmaduro)} mediante tincién selectiva de los ribosomas.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

14.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4,

1.4.2,

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Eritrocito policromdrtico: eritrocito inmaduro, en una fase intermedia de transformacion, que atin tiene ribo-
somas y puede, por tanto, distinguirse del eritrocito normocromitico {maduro) mediante tincién selectiva de
dichos orgédnulos.

PRINCIPIO DEL METODO

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una via adecuada. Si se utiliza médula 6sea, se sacrifican
los animales a intervalos apropiados tras ¢l tratamiento, se extrae la médula dsea, se preparan los portaobjetos
y se tifien (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Si se emplea sangre periférica, se extrae a intervalos apropiados tras e} tra-
tamiento, se preparan frotis y se tifien (4) (8) (9) (10). En los estudios con sangre periférica las células deben
recolectarse 1o antes posible después de la ditima exposicién. Se analizan las preparaciones para detectar la
presencia de microniicleos.

DESCRIPCION DEL METODO
Preparacién
Seleccion de la especie animal

Si se emplea médula 6sea, se recomienda el uso de ratones o ratas, pero también pueden utilizarse otras espe-
cies de mamiferos adecuadas. Si se emplea sangre periférica, se recomienda el uso de ratones. Ahora bien,
puede utilizarse cualquier otro mamifero adecuado, siempre que se trate de una especie en la que el bazo no
elimine los eritrocitos micronucleados o en la que se haya demostrado una sensibilidad adecuada para detectar
agentes que provocan aberraciones cromosdmicas numeéricas o estructurales. Deben usarse animales jévenes y
sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. La variacién del peso de los animales al empezar el
estudio ha de ser minima y no debe exceder de £ 20% del peso medio de cada sexo.

Alojamiento y alimentacion de los animales

Se aplicardn las condiciones generales recogidas en la introduccién general de la parte B. La humedad debe
ser del 50 al 60%.

Preparacion de los animales

Se reparten al azar animales adultos jévenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes control. Se ideatifica a
los animales de forma univoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco
dias. Las jaulas se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posicion de las mismas sean
minimos.

Preparacion de las dosis

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de su administracién a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis-
trarse directamente o diluirse antes de la administracion. Han de emplearse soluciones de la sustancia de
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas.

Condiciones del ensayo

Disolvente o vehiculo

El disolvente o vehiculo no deberd producir efectos toxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de
que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol-
ventes o vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacion de referencia que avale su compatibilidad.
Siempre que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo
acuoso.

Controles

Deberdn realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en paralelo en ambos sexos y en
cada ensayo. Salvo por lo que respecta a la exposicién a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de
control deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados.
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1.5.1.

En los controles positivos deberian formarse micromicleos in vivo con grados de exposicion en los que quepa
esperar un aumento detectable respecto a la frecuencia espontdnea. Las dosis del control positivo deben ser
tales que los efectos sean claros, pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los portaobjetos
codificados. La sustancia del control positivo podrd administrarse por una via distinta de la empleada para la
sustancia de ensayo y la toma de muestras podra realizarse una sola vez. Podrd considerarse la utilizacion en
dichos controles de sustancias de clases quimicas afines, cuando sea posible. A continuacién figuran algunos
ejemplos de sustancias para los controles positivos:

Sustancia N CAS N° Einecs
Metanosuifonato de etilo 62-50-0 200-536-7
N-etilo-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomicina C 50-07-7 200-008-6
Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
Monohidrato de ciclofosfamida 6055-19-2
Trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manifiesto una variabilidad entre animales y
una frecuencia de células con microniicleos aceptables, se realizardn, para cada periodo de muestreo, controles
negativos tinicamente con el disolvente o vehiculo, y se tratardn, por lo demds, de igual manera que los lotes
tratados. Si se hace una sola toma de muestras en los controles negativos, el momento més oportuno para
hacerla es tras ¢l primer periodo de muestreo. Se realizarin asimismo controles sin tratar, salvo que exista
informacién anterior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehiculo elegido no
induce efectos nocivos ni mutigenos.

Si se emplea sangre periférica, puede aceptarse como control negativo en paralelo una muestra previa al trata-
miento, pero nicamente en los estudios cortos (por ejemplo, de una a tres administraciones), si los resultados
se encuentran en el intervalo previsto segiin controles anteriores.

PROCEDIMIENTO

Nimero y sexo de los animales

Cada lote tratado y cada control ha de estar compuesto al menos por cinco hembras y cinco machos analiza-
bles (11). Si en el momento en que se efecriie el estudio se dispone de datos sobre otros estudios realizados
con la misma especie y la misma via de exposicion, que demuestren que no hay diferencia significativa entre
sexos en cuanto a la toxicidad, serd suficiente el ensayo en un solo sexo. En caso de que la exposicién
humana a las sustancias pueda ser especifica de un sexo, como sucede con algunos productos farmacéuticos,
el ensayo se realizard con animales del sexo correspondiente.

Pauta de tratamiento

No se recomienda ninguna pauta normalizada (una, dos o mds administraciones a intervalos de 24 horas,
etc). Pueden aceptarse muestras tomadas en el marco de estudios de larga duracién siempre que se haya
demostrado que ese tipo de estudio proporciona resultados positivos o, si los resultados son negativos, que ha
habido toxicidad o bien que se ha estado aplicando la dosis limite hasta el momento de tomar la muestra.
También puede dividirse la dosis —por ¢jemplo, en dos veces al dia separadas por algunas horas como mdxi-
mo— con e} fin de facilitar la administracion de grandes cantidades.

El ensayo puede realizarse de dos maneras:

a) se administra la sustancia de ensayo a los animales en una sola vez. Se extraen muestras de la médula
ésea al menos dos veces, la primera de ellas cuando hayan transcurrido mds de 24 horas, pero menos de
48 horas desde el tratamiento. Debe respetarse un intervalo adecuado entre las tomas. Si se extraen mues-
tras antes de que transcurran 24 horas desde el tratamiento, deberd justificarse. Las muestras de sangre
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1.5.3.

1.5.4.

1.5.6.

periférica han de tomarse al menos en dos ocasiones, la primera de ellas cuando haya transcurrido un
minimo de 36 horas desde el tratamiento. Tras la primera toma, se respetan intervalos adecuados, sin
sobrepasar las 72 horas. Si se observa una respuesta positiva en una toma de muestras, no es preciso
realizar mads,

b) si se efectian dos o mds administraciones diarias (por ejemplo, dos o mds administraciones a intervalos
de 24 horas), ha de tomarse una muestra transcurridas de 18 a 24 horas desde la Gltima administracién
si se trata de médula 6sea, y de 36 a 48 horas desde la 1iltima administracién en el caso de la sangre peri-
férica (12).

Si procede, pueden aplicarse otros tiempos de muestreo adicionales.

Dosis

Si se lleva a cabo un estudio previo de determinacién de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de
hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa, sexo y protocolo de tratamiento que el estudio
principal (13). Si se produce toxicidad, se administrardn tres dosis distintas para el primer periodo de mues-
treo. La gama de dosis deberd abarcar desde la toxicidad mdxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el
ltimo periodo de muestreo se administrard Gnicamente la dosis mdxima. Se entenderd por “dosis maxima® la
que produzca tales signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior segiin &l mismo protocolo,
resultaria probablemente letal. Las sustancias con actividades biolégicas especificas a dosis bajas no téxicas
{como las hormonas y los mitdgenos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de estableci-
miento de la dosis y han de evaluarse caso por caso. La dosis mdxima también puede definirse como la dosis
que produce algiin signo de toxicidad en la médula ésea {por ejemplo, reduccién de la proporcién de eritroci-
tos inmaduros respecto al total de eritrocitos en la médula ésea o la sangre periférica).

Ensayo limite

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mglkg de peso corporal administrada en una sola
vez, o dos veces en el mismo dia, no se observan efectos téxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan-
cias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com-
pleto con tres dosis diferentes. En el caso de estudios de mayor duracién, la dosis limite serd de 2 000 mg/kg
de peso corporal/dia cuando el tratamiento dure hasta 14 dias y de 1 000 mgfkg de peso corporal/dia cuando
el tratamiento dure mds de 14 dias. Si se prevé la exposicion humana a la sustancia, puede ser preciso
administrar una dosis mayor en el ensayo limite.

Administracién de las dosis

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gistrica o con una cdnula de intubacién adecuada, o
bien por inyeccidn intraperitoneal. Pueden emplearse otras vias de administracién, siempre que se justifiquen.
El volumen mdximo de liquido que puede administarse de una sola vez por sonda o inyeccién depende del
tamaiio del animal de ensayo, pero no excederd de 2 mlf100 g de peso corporal. Deberi justificarse la admi-
nistracién de volimenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberd reducirse al minimo la variabili-
dad del volumen de ensayo ajustando la concentracién de manera que el volumen sea el mismo en todas las
dosis.

Preparacién de la médula dsea o la sangre periférica

Por lo general, la médula 6sea se extrae del fémur o la tibia de los animales recién sacrificados. Las células
suelen tomarse del fémur o la tibia, s¢ preparan y se tifien segiin métodos establecidos. La sangre periférica se
extrae de la vena caudal o de otro vaso sanguineo adecuado. Las células hemdticas se someten inmediata-
mente a una tincién supravital (8) (9) (10) o se extienden en frotis y luego se tifien. Si se emplea un colorante
especifico del ADN {por ejemplo, naranja de acridina (14) o Hoechst 33258 mds pironina-Y (15)] pueden evi-
tarse algunos de los artefactos que aparecen cuando se utiliza un colorante que no es especifico del ADN,
pero no por ello han de descartarse los colorantes convencionales (coloracién de Giemsa, etc). También pue-
den utilizarse otros sistemas [por ejemplo, columnas de celulosa para eliminar las células nucleadas (16)],
siempre que se tenga constancia de que resultan adecuados para la preparacién de micronicleos en labora-
torio.

Andlisis

Para cada animal, se determina la relacién entre los eritrocitos inmaduros y el total de eritrocitos (inmadu-
ros +maduros) en un recuento de al menos 200 eritracitos si se trata de médula dsea y de 1 000 si se trata de
sangre periférica (17). Antes de analizarlos al micrascopio, se codifican independientemente tados los por-
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2.1.

2.2

taobjetos, incluidos los controles positivos y negativos. Se determinard la cantidad de eritrocitos inmaduros
micronucleados en un minimo de 2 000 eritrocitos inmaduros por animal. Puede obtenerse mds informacién
contando los eritrocitos maduros con micronticleos. En el andlisis de los portaobjetos la proporcion de eritro-
citos inmaduros respecto al total de eritrocitos no debe ser inferior al 20% del valor del control. Si los anima-
les han sido tratados de forma continua durante cuatro semanas o mas, también puede determinarse la canti-
dad de microniicleos en un minimo de 2 000 eritrocitos maduros por animal. Pueden emplearse sistemas de
anilisis automatizados (andlisis de la imagen o citometria de flujo continua de suspensiones celulares) en lugar
del recuento manual, siempre que estén debidamente justificados y validados.

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los datos relativos a cada animal se presentardn en forma de tabla. La unidad experimental es el animal. Para
cada animal analizado se relacionard por separado el niimero de eritrocitos inmaduros, el de eritrocitos inma-
duros micronucleados y la proporcién de eritrocitos inmaduros respecto al total de eritrocitos. Si los animales
han sido tratados de forma continua durante cuatro semanas o mds, se proporcionarin también los datos rela-
tivos a los eritrocitos maduros, caso de haberse recogido. Se facilitardn, para cada animal, la proporcién de
eritrocitos inmaduros respecto al total de los mismos y, si procede, el porcentaje de eritrocitos micronuclea-
dos. Si no se observan diferencias en la respuesta de un sexo y otro, los datos relativos a ambos sexos pueden
considerarse conjuntamente en el andlisis estadistico.

EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento del ndmero de células micronu-
cleadas relacionado con la dosis, claro aumento del nimero de dichas células en un lote al que se ha adminis-
trado una sola dosis y en el que se ha realizado una tnica toma de muestras, etc.). Debe considerarse en pri-
mer lugar la importancia biol6gica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadisticos como apoyo para
evaluar los resultados del ensayo (18) (19). El hecho de que los datos estadisticos sean significativos no ha de
ser el unico factor para determinar que una respuesta es positiva. Los resultados dudosos deberin aclararse
mediante mds ensayos en los que convendria modificar las condiciones experimentales,

No se considerarin rnutdgenas en el ensayo en cuestion las sustancias que den lugar a resultados que no se
ajusten a los criterios anteriores.

Si bien en la mayoria de los experimentos los resultados serdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nimero de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resultado positivo en el ensayo de microndcleos indica que la sustancia de ensayo induce la formacién de
micronicleos, que son consecuencia de una lesién de los cromosomas o del aparato mitético de los eritro-
blastos de la especie estudiada. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia
de ensayo no induce la formacién de micronticleos en los eritrocitos inmaduros de la especie estudiada.

Deberd estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos pasen al torrente circulato-
rio o lleguen especificamente al tejido diana (toxicidad sistémica, etc.).

INFORME

INFORME DEL ENSAYO
E! informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolveute o vehiculo:
— motivacién de la eleccion del vehiculo,

— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.
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Animales de ensayo:

— especie y cepa utilizadas,

— nimero, edad y sexo de los animales,

— procedencia, condiciones de alojamiento, alimentacién, etc.,

— peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviacién
estindar de cada lote.

Condiciones del ensayo:

— datos de los controles positivos y negativos (vehiculo o disolvente),

— datos relativos al estudio de determinacion del intervalo de dosis, si se ha llevado a cabo,
— fundamento de la seleccién de la dosis,

— preparacibn de la sustancia de ensayo,

— administracién de la sustancia de ensayo,

— fundamento de la eleccion de la via de administracidn,

— métodos de comprobacién de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana,
en su caso,

— conversién de la concentracién de la sustancia de ensayo en el agua ingerida yjo la dieta (ppm) en la
dosis real (mgfkg de peso corporal/dfa), si procede,

— calidad de los alimentos y el agua,

— descripcién detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras,
— métodos de preparacion de los portaobjetos,

— métodos de determinacion de la toxicidad,

— criterios de recuento de los eritrocitos inmaduros micronucleados,

— niimero de células analizadas por animal,

— criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos.

Resultados:

— signos de toxicidad,

— proporcidn de eritrocitos inmaduros respecto al total de eritrocitos,

— numero de eritrocitos inmaduros micronucleados observados en cada animal,

— media t desviacidn estindar de eritrocitos inmaduros micronucleados de cada lote,
— relacién dosis-respuesta, cuando sea posible,

— andlisis estadisticos y métodos aplicados,

— datos de los controles histéricos negativos y los realizados en paralelo al ensayo,

— datos de los controies positivos realizados ¢n paralelo.
Discusién de los resultados.

Conclusiones.
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1.3

ANEXO -B4

«B.13/14. MUTAGENICIDAD — ENSAYO DE MUTACION INVERSA EN BACTERIAS

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 471 sobre el ensayo de mutacién
inversa en bacterias (1997).

INTRODUCCION

En el ensayo de muracion inversa en bacterias se emplean cepas de Salmonells typhimurium y Escherichia coli
auxotroficas respecto a un aminodcido para detectar mutaciones puntuales que impliquen sustitucién, adicién
o delecion de uno o varios pares de bases del ADN (1) (2) (3). El ensayo se fundamenta en la deteccién de
mutaciones que revierten mutaciones presentes en las cepas experimentales y restablecen la capacidad funcio-
nal de las bacterias de sintetizar un aminoicido esencial. Las bacterias revertientes se detectan por su capaci-
dad de crecer en ausencia del aminodcido que la cepa experimental parental no es capaz de sintetizar.

Las mutaciones puntuales ocasionan numerosas enfermedades genéticas humanas. Ademds de ello, son
muchas las pruebas de que dichas mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores de las células
somdticas intervienen en la formacién de tumores en los seres humanos y los animales de experimentacién.
El ensayo de mutacidn inversa en bacterias es ripido, poco costoso y relativamente sencillo de realizar,
Muchas de las cepas experimentales presentan algunas caracteristicas que las hacen maés sensibles para la
deteccién de mutaciones: secuencias de ADN sensibles en los sitios de reversién, mayor permeabilidad celular
a las moléculas grandes y eliminacién de sistemas de reparacién del ADN o intensificacién de los procesos de
reparacién del ADN propensos a errores. La especificidad de las cepas expcnmemalcs puede proporcionar
informacién Gt sobre los tipos de mutaciones inducidas por sustancias genotéxicas, Existe una importante
base de datos relativa a una gran variedad de estructuras que recoge los resultados de ensayos de mutacién
inversa en bacterias. Asimismo, se han desarrollado metodologias bien consolidadas para analizar productos
quimicos, incluidos los compuestos volitiles, con diferentes propiedades fisicoquimicas.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Ensayo de mutacidn inversa en Salmonella typhimurium o Escherichia coli: ensayo que permite detectar una
mutacién en una cepa auxdtrofa para un aminodcido (histidina y triptéfano, respectivamente), que la trans-
forma en una cepa independiente del aporte externo de dicho aminoicido.

Mutdgenos que provocan la sustitucién de un par de bases: agentes que provocan el cambio de una base
en el ADN. En un ensayo de reversién el cambio puede productrse en el sitio de la mutacion original o en un
segundo sitio del genoma bacteriano.

Mutdgenos que desplazan el marco de lectura: agentes que provocan la adicién o delecién de uno o mds
pares de bases en el ADN, lo que modifica el marco de lectura en el ARN.

CONSIDERACIONES INICIALES

En el ensayo de mutacién inversa en bacterias se utilizan células procariotas, que difieren de las células de
mamifero en aspectos como la absorcién, el metabolismo, la estructura cromosomica y los procesos de repa-
racién del ADN. En los ensayos in vitro suele ser necesario emplear un sistema de activacién metabdlica exo-
gena, si bien tales sistemas no pueden reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamiferos.
Por tanto, el ensayo no proporciona informacion directa sobre la potencia mutagénica y carcinogénica de una
sustancia determinada en mamiferos.

El ensayo de mutacién inversa en bacterias se emplea habitualmente para hacer una seleccién inicial de Ia
actividad genotéxica y, en particular, de la actividad inductora de mutaciones puntuales. Una importante base
de datos ha puesto de manifiesto que muchas sustancias quimicas que dan un resultado positivo en este
ensayo también presentan actividad mutagénica en otros ensayos. También hay agentes mutagénicos que no
son detectados por este ensayo. Esas deficiencias pueden deberse a la naturaleza especifica del efecto detec-
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1.5.1.1.

tado, a diferencias de la activacién metabdlica o de la biodisponibilidad. Por otra parte, los factores que incre-
mentan la sensibilidad del ensayo de mutacién inversa en bacterias pueden llevar a sobrestimar la actividad
mutagénica.

El ensayo de mutacidn inversa en bacterias puede no ser apropiado para evaluar determinadas clases de sus-
tancias quimicas como los compuestos muy bactericidas {por ejemplo, algunos antibiéticos) y aquellos de los
que se cree (o se sabe) que interfieren de forma especifica en el sistema de replicacion celular de los mamife-
ros (por ejemplo, algunos inhibidores de la topoisomerasa y algunos andlogos de los nucledsidos). En esos
casos estin mds indicados los ensayos de mutaciones en mamiferos.

Pese a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo son carcindgenos para
los mamiferos, la correlacién no es absoluta, sino que depende de la clase quimica. Ademis de ello, hay carci-
négenos que el ensayo no detecta, pues actiian por mecanismos que no son genotéxicos o que no existen en
las células bacterianas.

PRINCIPIO DEL METODO

Se exponen las suspensiones de células bacterianas a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un
sistema de activacién metabdlica exégena. En el método de incorporacidn en placa, las suspensiones se mez-
clan con agar de recubrimiento y se vierten inmediatamente sobre una placa en medio minimo. En el método
de preincubacién, la mezcla de tratamiento se incuba y luego se mezcla con agar de recubrimiento antes de
verterla sobre una placa en medio minimo. En ambos casos, tras dos o tres dias de incubacion, se cuentan las
colonias revertientes y se compara su cantidad con la de colonias revertientes espontineas en las placas de
control con disolvente.

Entre los diversos procedimientos descritos para realizar el ensayo de mutacién inversa en bacterias los méto-
dos siguientes se utilizan cominmente: incorporacién en placa (1) (2) (3) (4), preincubacién (2) (3) (5) (6) (7)
{8), fluctuacion (9) (10) y suspensién (11). También se han descrito modificaciones para los ensayos con gases
y vapores (12).

Los procedimientos descritos en el método corresponden principalmente a la incorporacién en placa y a la
preincubacion. Ambos son aceptables para realizar experimentos con y sin activacién metabélica. El método
de preincubacién resulta mds eficaz para detectar determinadas sustancias que pertenecen a clases quimicas
que incluyen nitrosaminas alifiticas de cadena corta, metales divalentes, aldehidos, azocolorantes y diazocom-
puestos, alcaloides de la pirolizidina, compuestos alilicos y nitrocompuestos (3). También se reconoce que
algunas clases de mutdgenos no siempre se detectan con procedimientos ordinarios como los métodos de
incorporacién sobre placa y de preincubacidn. Esos casos deben considerarse “especiales™ y se recomienda
seriamente utilizar otros procedimientos para detectarlos. Se han determinado los “casos especiales” siguientes
(junto con ejemplos de procedimientos de deteccidn eficaces): azacolorantes y diazocompuestos (3) (5) (6)
(13), gases y sustancias quimicas volitiles (12) (14) (15) (16) y glicésidos (17) (18). Cualquier desviacion res-
pecto al procedimiento ordinario ha de estar cientificamente justificada.

DESCRIPCION DEL METODO
Preparacién

Bacterias

Se dejan crecer cultivos bacterianos recientes hasta el final de la fase exponencial o hasta el principio de la
fase estacionaria (unas 10° células por ml). No deben emplearse cultivos que se encuentren al final de la fase
estacionaria. Es fundamental que los cultivos utilizados para el experimento contengan un titulo elevado de
bacterias viables. El titulo puede demostrarse sobre la base de datos de controles anteriores sobre curvas de
crecimiento o bien determinando en cada ensayo el nimero de células viables mediante un experimento de
cultivo en placas.

La temperatura de incubacién recomendada es de 37°C.

Se emplearin al menos cinco cepas bacterianas, de las cuales cuatro serdn de S. typhimurium (TA1535;
TA1527, TA%7a o TA97: TA98 y TA100), de fiabilidad demostrada y cuya respuesta sea reproducible entre
laboratorios. Esas cuatro cepas de S. typhimurium poseen pares de bases GC en el sitio de reversién primaria y
se sabe que no son capaces de detectar determinados mutigenos oxidantes, agentes de entrecruzamiento e
hidracinas. Dichas sustancias son detectadas por las cepas E. coli WP2 y S. typhimurium TA102 (19), que
poseen un par de bases AT en el sitio de reversion primaria. Asi pues, se recomienda la combinacién de cepas
siguiente:
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1.5.1.4.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

— §. pyphimurium TA1535 y

— . typhimurium TA1537 y TA97 o TA97a, y
— S. typhimurium TA98 y

— §. typhimurium TA100 y

— E. coli WP2 uvrA o E. coli WP2 uvrA (pKM101) o S. typhimurium TA102,

Para detectar mutdgenos de entrecruzamiento puede ser mejor incluir TA102 o afiadir una cepa de E. coli efi-
caz en la reparacion de ADN [por ejemplo, E. coli WP2 o E. coli WP2 (pKM101)].

Se seguirdn procedimientos reconocidos de preparacién de cultivos madre, comprobacién de marcadores y
conservacién. Debe demostrarse en cada preparacién de cultivo madre congelado que es necesario aportar el
aminoécido en cuestién para que haya crecimiento (histidina en las cepas de S. typhimurium y triptéfano en
las de E. coli). Se controlarin de igual manera otras caracteristicas fenotipicas, en concreto la presencia o
ausencia de factores R, si procede {resistencia a la ampicilina en las cepas TA98, TA100 y TA97a o TA97,
WP2 uvtA y WP2 uvrA (pKM101), y a la ampicilina + tetraciclina en la cepa TA102] y la presencia de muta-
ciones caracteristicas (mutacién cfa en S. typhimurium mediante la sensibilidad al violeta cristal, y mutacién
uvrA en E. coli o uvrB en S. typhimurium, mediante la sensibilidad a la luz ultravioleta) (2) (3). Las cepas deben
producir un namero de colonias revertientes espontineas por placa en las gamas de frecuencia esperadas
sobre la base de datos de controles anteriores del laboratorio y preferiblemente en la gama recogida en ias
publicaciones.

Medio

Se empleardn un agar minimo adecuado (por ejemplo, con medio minimo E de Vogel-Bonner y glucosa) y un
agar de recubrimiento con histidina y biotina o triptéfano para permitir pocas divisiones celulares (1) (2) (9).

Activacion metabélica

Las bacterias deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de
activacién metabdlica. El sistema mis cominmente empleado ¢s una fraccién postmitocondrial (S9) a la que
se afiaden cofactores y que se obtiene de higados de roedores tratados con inductores enzimiticos como el
Aroclor 1254 (1) (2) o una mezcla de fenobarbital y 8-nafioflavona (18) (20) (21). La fraccién postmitocon-
drial suele emplearse en concentraciones que varian del 5 al 30% vfv en la mezcla S9. La eleccién y la condi-
cién de un sistena de activacion metabdlica puede depender de la clase de sustancia estudiada. En algunos
casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas de fraccién postmitocondrial. En el caso de
los azocolorantes y los diazocompuestos puede estar mds indicado utilizar un sistema reductor de activacidn
metabdélica (6) (13).

Preparacidn de la sustancia de ensayo

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de tratar las bacterias. Las sustancias de ensayo liquidas pueden afadirse directamente al
sistema de ensayo yfo diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones recién preparadas, salvo
que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas.

Es preciso cerciorarse de que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de
ensayo y es compatible con la supervivencia de las bacterias y la actividad de la §9 (22). Si se emplean disol-
ventes o vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale dicha compatibilidad. Siempre
que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o un vehiculo
acuoso. Cuando se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberdn emplearse disolventes organi-
€OS que no contengan agua.

Condiciones de ensayo
Cepas de ensayo (véase el punto 1.5.1.1)

Concentraciones de exposicion

Para determinar la mayor concentracién de la sustancia de ensayo deben considerarse, entre otros criterios, la
citotoxicidad y la solubilidad en la mezcla de tratamiento final.
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Puede ser util determinar la toxicidad y la insolubilidad en un experimento preliminar. La citotoxicidad puede
manifestarse por una reduccién del ndmero de colonias revertientes, la disminucién o la aclaracién de la con-
fluencia del césped bacteriano, o la tasa de supervivencia de los cultivos tratados. La citotoxicidad de una sus-
tancia puede verse alterada en presencia de sistemas de activacién metabélica. Ha de valorarse la insolubilidad
en forma de precipitacién en la mezcla final en las condiciones reales de ensayo, visible por simple observa-
cién.

Si se trata de sustancias de ensayo solubles y no citotéxicas, la concentraciéon maxima recomendada es de
5 mgfplaca o 5 plfplaca. En el caso de sustancias no citotdxicas que no sean solubles a dicha concentracién,
una o varias de las concentraciones empleadas resultardn insolubles en la mezcla de tratamiento final. Las sus-
tancias de ensayo que ya sean citotéxicas por debajo de 5 mgfplaca o 5 pl/placa deberin ensayarse a concen-
traciones que llegarin como méximo hasta la concentracién citotdxica. El precipitado no ha de interferir en
la evaluacién.

Se empleardn al menos cinco concentraciones analizables de la sustancia de ensayo con intervalos semilogarit-
micos aproximadamente (y10) para el experimento inicial. 5i se estd estudiando la relacién respuesta-concen-
tracidn, puede estar indicado emplear intervalor menores. Para evaluar sustancias que contengan cantidades
considerables de impurezas potencialmente mutagénicas podrd considerarse el uso de concentraciones supe-
riores a 5 mg/placa o 5 pl/placa.

Controles positivos y negativos

En todos los experimentos deberdn realizarse en paralelo controles positivos y negativos (disolvente o vehi-
culo) especificos de la cepa utilizada, con y sin activacién metabélica. Se seleccionardn las concentraciones del
control positivo que demuestren ser eficaces en cada experimento.

En los experimentos con sistema de activacién metabélica, la sustancia o sustancias de referencia del control
positivo se elegirdn con arreglo al tipo de cepa bacteriana empleada.

A continuacién figuran algunos ejemplos de sustancias adecuadas para los controles positivos en ensayos con
activacion metabdlica:

Sustancia N° CAS N° Einecs
9,10-Dimetilantraceno 781-43-1 212-308-4
7.12-Dimetilbenzo{a]antraceno 57-97-6 200-359-5
Benzofa]pireno 50-32-8 200-028-5
2-Aminoantraceno 613-13-8 210-330-9
Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
Monohidrato de ciclofosfamida 6055-19-2

La sustancia siguiente es apropiada para el control positivo del método de activacién metabdlica reductora:

Sustancia N°® CAS N° Einecs

Rojo Congo 573-58-0 209-358-4

El 2-aminoantraceno no ha de emplearse como tnico indicador de la eficacia de la mezcla S9. Caso de
emplearlo, todos los lotes de S9 han de caracterizarse asimismo con un mutigeno que requiera activacion
metabélica mediante enzimas microsomales, como el benzo[a]pireno o el dimetilbenzoantraceno.
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A continuacidn figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos especificas de determina-
das cepas para ensayos sin sistema de activacion metabdlica exégena:

Sustancia Ne CAS N° Einecs Cepa
Azida de sodio 26628-22-8 247-852-1 TA 1535y TA 100
2-Nitrofluoreno 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-Aminoacridina ’ 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 y TA 97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 y TA 97a
Hidroperdxido de cumeno 80-15-9 201-254-7 TA 102
Mitomicina C 50-07-7 200-008-6 WP2uvrA y TA 102
N-etil-N-nitro-N-nitrosoguanidina 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2uvrA y
WP2uvrA(pKM101)

4-Nitroquinolina-1-6xido 56-57-5 200-281-1 WP2, WP2uvrA y

. WP2uvrA(pKM101)
Furilfuramida 3688-53-7 Cepas que contengan
(AF2) plismidos

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. Deberd considerarse la utilizacién
en dichos controles de sustancias de clases quimicas afines, cuando sea posible.

Se realizardn controles negativos sin sustancia de ensayo, Gnicamente con el disolvente o vehiculo, y se trata-
rin de igual manera que los lotes tratados. Se prepararin asimismo controles sin tratar, salvo que exista infor-
macién anterior sobre controles que demuestre que el disolvente elegido no induce efectos nocivos ni mutd-
genos.

1.5.3. Procedimiento

En el método de incorporacion sobre placa (1) (2) (3) (4), sin activacién metabélica, suele mezclarse 0,05 ml
0 0,1 ml de las soluciones de ensayo, 0,1 ml de cultivo bacteriano fresco (aproximadamente 102 células via-
bles) y 0,5 ml de solucidn tampdn estérl con 2,0 ml de agar de recubrimiento. En el ensayo con activacion
metabdlica suele afadirse 0.5 ml de mezcla de activacién metabélica que contenga una cantidad adecuada de
fraccion postmitocondrial {del 5 al 30% vjv en dicha mezcla) al agar de recubrimiento (2,0 ml), las bacterias
y la sustancia o solucion de ensayo. Se mezcla ¢l contenido de cada tubo y se vierte sobre una placa de agar
minimo. Se deja solidificar el agar de recubrimiento antes de incubar.

En el método de preincubacién (2) (3) (5) (6) se incuba la sustancia o solucién de ensayo con la cepa experi-
menta! (aproximadamente 10% células viables) y la solucién tampén de ensayo o el sistema de activacion
metabélica (0,5 ml), por lo general durante 20 minutos o mds a 30-37°C. Después se afiade el agar de recu-
brimiento y se vierte sobre una placa de agar minimo. Habitualmente se mezcla 0,05 a 0,1 ml de sustancia o
solucion de ensayo, 0.1 ml de cultivo bacteriano y 0,5 ml de mezcla S9 o solucién tampén estéril con 2,0 ml
de agar de recubrimiento. Se airean los tubos durante la preincubacién con un agitador.

Se preparardn tres placas por cada dosis para estimar adecuadamente la variacién. Pueden prepararse sélo dos
placas por dosis si se justifica cientificamente. La pérdida ocasional de una placa no invalida necesariamente
el ensayo.

Las sustancias gaseosas o voldtiles han de someterse a ensayo con métodos adecuados (recipientes de cultivo
herméticos, etc.) (12) (14) (15) (16).
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1.5.4. Incubacién

Se incuban todas las placas de un mismo ensayo entre 48 y 72 horas a 37°C. Al término de la incubacién, se
cuenta el nimero de colonias revertientes por placa.

2. RESULTADOS

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Se facilitard el nimero de colonias revertientes por placa, asi como el nimero de colonias revertientes en las
placas del control negativo (control con disolvente y control sin tratar, en su caso) y del positivo. Debe pro-
porcionarse el recuento por placa, la media de colonias revertientes por placa y la desviacién estindar corres-
pondientes a la sustancia de ensayo y a los controles positivos y negativos (sin tratar yjo con disolvente).

No serd preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberin aclararse
mediante mas ensayos en los que convendria modificar las condiciones experimentales. Los resultados negati-
vos se confirmardn caso por caso. Los casos en que dicha confirmacién no se considere necesaria deberdn jus-
tificarse. En los experimentos ulteriores se considerard la posibilidad de modificar los parimetros del estudio
para ampliar la gama de condiciones analizadas. Entre los parimetros modificables se encuentra la separacién
entre concentraciones, el método de tratamiento (incorporacion sobre placa o preincubacién liquida) y las
condiciones de activacion metabdlica.

22, EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento relacionado con la concentracién
en la gama utilizada y/o aumento reproducible con una o varias concentraciones en el niimero de colonias
revertientes por placa al menos en una cepa, con o sin sistema de activacién metabélica, etc.) (23). Debe con-
siderarse en primer lugar la importancia biolégica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadisticos
como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (24). No obstante, el hecho de que los datos estadisticos
sean significativos no ha de ser el dnico factor para determinar que una respuesta es positiva.

No se considerarin mutigenas en el ensayo las sustancias que den lugar a resultados que no se ajusten a los
criterios anteriores.

Si bien en la mayoria de los experimentos los resultados serdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nliimero de veces que se repita ¢l experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resultado positivo en el ensayo de mutacién inversa en bacterias indica que la sustancia de ensayo induce
mutaciones puntuales por sustitucion de bases o desplazamientos del marco de lectura en el genoma de Sal-
monella typhimurium yfo Escherichia coli. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la
sustancia de ensayo no resulta mutagénica en la especie estudiada.

3. INFORME

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolvente o vehiculo:

— motivacion de la eleccion del disolvente o vehiculo,

— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.
Cepas:

— cepas utilizadas,

— namero de células por cultivo,

— caracteristicas de las cepas.
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Condiciones del ensayo:

cantidad de sustancia de ensayo por placa (mg/placa o plfplaca), fundamento de la seleccién de las dosis
y numero de placas por concentracion,

medios utilizados,
tipo y composicion del sistema de activacion metabélica, incluidos los criterios de aceptabilidad,

procedimientos de tratamiento.

Resultados:

signos de toxicidad,

signos de precipitacidn,

recuentos por placa,

cantidad media de colonias revertientes por placa y desviacién estindar,
relacién dosis-respuesta, cuando sea posible,

andlisis estadisticos, si se han realizado,

datos de los controles negativos (disolventefvehiculo) y positivos realizados en paralelo, intervalos, medias
y desviaciones estindar,

datos sobre controles histéricos negativos (disolventefvehiculo) y positivos, intervalos, medias y desviacio-
nes estindar. _

Discusion de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO -B5

«B.17. MUTAGENICIDAD — ENSAYO DE MUTACION GENICA DE CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO

1.1.

1.2

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 476 sobre el ensayo de mutacién
génica de células de mamifero in vitro (1997).

INTRODUCCION

El ensayo de mutacién génica de células de mamifero in vitro puede realizarse para detectar mutaciones géni-
cas inducidas por sustancias quimicas. Entre las lineas celulares adecuadas para el ensayo se encuentran las
células de linfoma de ratén L5178Y, las lineas celulares CHO, CHO-AS52 y V79 del hdmster chino y las
células linfoblastoides humanas TK6 (1). En dichas lineas celulares, los parimetros genéticos mds empleados
revelan una mutacién en los loci de la timidinquinasa (TK) y la hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa
(HPRT), y en un transgen de la xantina guanina fosforibosiltransferasa (XPRT). Los ensayos de mutacién TK,
HPRT y XPRT detectan diversos espectros de fenémenos genéticos. La localizacién autosémica de TK y XPRT
permite poner de manifiesto fenémenos genéticos (por ejemplo, deleciones importantes) que no se detectan
en el locus HPRT de los cromosomas X (2) (3) (4) (5) (6)-

En este ensayo pueden emplearse cultivos de lineas celulares establecidas o estirpes celulares. Las células deben
seleccionarse sobre la base de su capacidad de crecimiento en cultivo y la estabilidad de la frecuencia de muta-
ciones espontdneas.

En los ensayos in vitro suele ser necesario emplear un sistema de activacién metabélica exdgena, si bien éste
no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamiferos. Deben evitarse las circunstan-
cias que puedan conducir a resultados que no reflejen la mutagenicidad intrinseca. Los resultados positivos
que no reflejan la mutagenicidad intrinseca pueden deberse 2 cambios en el pH, la osmolalidad o altos grados
de citotoxicidad (7).

El ensayo se emplea para detectar las posibles sustancias mutdgenas o carcinégenas para los mamiferos. Pese
a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo con carcindgenos para los
mamiferos, no hay una correlacién absoluta entre los resultados del mismo y la carcinogenicidad. La correla-
cién depende de la clase quimica. Ademds de ello, cada vez hay mds pruebas de que existen carcindgenos que
el ensayo no detecta, pues, al parecer, éstos actiian por mecanismos no genotdxicos 0 mecanismos ausentes
en las células bacterianas (6).

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Mutacién directa: mutacidén génica del tipo parental a la condicién mutante, que da lugar a una alteracién o
pérdida de la actividad enzimdtica o la funcién de la proteina codificada.

Mutdgenos que provocan la sustitucién de un par de bases: sustancias que provocan la sustitucién de
uno o varios pares de bases en el ADN.

Mutigenos que desplazan el marco de lectura: sustancias que provocan la adicién o delecién de uno o
mis pares de bases en la molécula de ADN.

Periodo de expresién fenotipica: tiempo que tardan en desaparecer los productos génicos inalterados de las
células mutadas recientemente.

Frecuencia de mutantes: nimero de células mutantes dividido por el nimero de células viables.

Crecimiento total relativo: aumento del nimero de células en el tiempo respecto a una poblacién celular de
control; es el producto del crecimiento en suspension respecto al control negativo por la eficacia de clonado

respecto al control negativo.

Crecimiento en suspension relativo: aumento del nimero de células durante el periodo de expresion res-
pecto al control negativo.
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Viabilidad: eficacia de clonado de las células tratadas en el momento de la siembra en condiciones selectivas
tras el periodo de expresion.

Supervivencia: eficacia de clonado de las células tratadas cuando se siembran al final del periodo de trata-
miento; suele expresarse respecto a la supervivencia de la poblacién celular de control.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO

Las células deficientes en timidinquinasa (TK) a causa de la mutacién TK*"~ — TK7 son resistentes a los efec-
tos citotéxicos de la trifluorotimidina (TFT), andlogo de la pirimidina. Las células capaces de producir timidin-
quinasa son sensibles a la TFT, que inhibe el metabolismo y detiene la divisién celular. Asi pues, las células
mutantes son capaces de proliferar en presencia de TFT, mientras que las células normales, que contienen
timidinquinasa, no lo son. Del mismo modo, las células deficientes en HPRT o XPRT se seleccionan por su
resistencia a lo 6-tioguanina (TG) o la 8-azaguanina (AG). Si en los ensayos de mutacién génica en células de
mamifero se utiliza una sustancia de ensayo andloga a una base o un compuesto afin al agente selectivo,
deben considerarse detenidamente sus propiedades, por ejemplo, cuando se sospeche que la sustancia de
ensayo presenta toxicidad selectiva en las células mutantes y no mutantes. Asi pues, habrd que confirmar la
eficacia del sistema o agente de seleccién cuando se estudien sustancias de estructura afin 2 la del agente selec-
tivo (8).

Se exponen las células en suspensién o el cultivo en monocapa a la sustancia de ensayo, con y sin activacién
metabdlica, durante un periodo apropiado. Se realiza un subcultivo para determinar la citotoxicidad y dejar
que se exprese el fenotipo antes de la seleccién de los mutantes (9) (10) (11) (12) (13). La citotoxicidad suele
determinarse midiendo la eficacia relativa de clonado (supervivencia) o el crecimiento total relativo de los cul-
tivos tras el periodo de tratamiento. Los cultivos tratados se mantienen en un medio de crecimiento durante
un periodo de tiempo suficiente y especifico para cada locus y tipo celular scleccionado, de manera que la
expresion fenotipica de las mutaciones inducidas sea casi optima. La frecuencia de mutantes se determina
sembrando un nimero conocido de células en un medio con agente selectivo y en otro medio sin dicho
agente para determinar la eficacia de clonado (viabilidad). Tras un periodo de incubacién adecuado, se cuen-
tan las colonias. Se compara el niimero de colonias mutantes en ¢l medio selectivo y en el no selectivo para
hallar la frecuencia de mutantes.

1.4, DESCRIPCION DEL METODO

1.4.1.  Preparacién

1.4.1.1. Células

Entre los diversos tipos de células apropiados para este ensayo se encuentran las de los subclones de L5178Y,
CHO, CHO-AS52, V79 y TK6. Deben emplearse tipos de células que presenten una sensibilidad probada a los
mutigenos quimicos, una elevada eficacia de clonado y una frecuencia estable de mutaciones espontineas. Se
comprobard la ausencia de contaminacién por micoplasma. Se desechardn las células contaminadas.

El ensayo debe estar desefiado de manera que su sensibilidad y potencia estén predeterminadas. El nimero de
células, cultivos y concentraciones de la sustancia de ensayo ha de reflejar dichos parimetros previamente
definidos (14). En cada fase del ensayo, el nimero minimo de células viables que sobrevivan al tratamiento
deberd estar basado en la frecuencia de mutacién espontdnea. Por lo general, se emplea una cantidad de célu-
las al menos igual a diez veces el inverso de dicha frecuencia. Se recomienda, no obstante, utilizar un minimo
de 10¢ células. Para cerciorarse de que ¢l ensayo proporciona resultados coherentes deberd disponerse de
datos de controles histdricos adecuados sobre el sistema celular utilizado.

1.4.1.2. Medios y condiciones de cultivo

Deben utilizarse medios de cultivo y condiciones de incubacin apropiados (recipientes de cultivo, tempera-
tura, concentracién de CO, y humedad). Los medios han de elegirse con arreglo a los sistemas selectivos y los
tipos celulares empleados en el ensayo. Es especialmente importante aplicar condiciones de cultivo que favo-
rezcan un crecimiento celular 6ptimo durante el periodo de expresion y la capacidad de las células, mutantes
y no mutantes, de formar colonias.
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1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.1.5.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Preparacion de los cultivos

Se multiplican células de cultivos madre, se siembran en el medio de cultivo y se incuban a 37°C. Antes de
usar los cultivos en el ensayo, puede ser necesario lavarlos de las células mutantes que contengan.

Activacién metabdlica

Las células deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de
activacién metabdlica. El sistema mis comuinmente empleado es una fraccién postmitocondrial (59) a la que
se afiaden cofactores y que se obtiene de higados de roedores tratados con inductores enzimdticos como el
Aroclor 1254 (15) (16) (17) (19) o una mezcla de fenobarbital y B-naftoflavona (19) (20).

La fraccidén postmitocondrial suele emplearse en concentraciones que varian del 1 al 10% v/v en el medio de
ensayo final, La eleccién y condicién de un sistema de activacién metabélica puede depender de la clase qui-
mica de la sustancia estudiada. En algunos casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas
de fraccién postmitocondrial.

Son varias las técnicas —como la produccién mediante ingenierfa genética de lineas celulares que expresen
enzimas activadoras especificas— que pueden proporcionar el potencial de activacién enddgena. La eleccién
de las lineas celulares debe justificarse cientificamente (por ejemplo, por la importancia de la isoenzima del
citocromo P450 para el metabolismo de la sustancia de ensayo, etc.).

Preparacion de la sustancia de ensayo

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados v, si es
preciso, diluirse antes de tratar las células. Las sustancias de ensayo liquidas pueden afadirse directamente al
sistema de ensayo yfo diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones de la sustancia de ensayo
recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas.

Condiciones del ensayo

Disolvente o vehiculo

Es preciso cerciorarse de que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de
ensayo y es compatible con la supervivencia de las células y la actividad de S9. Si se emplean disolventes o
vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale dicha compatibilidad. Siempre que sea
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso. Cuando
se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberin emplearse disolventes orgdnicos que no con-
tengan agua. Esta podrd eliminarse anadiendo un tamiz molecular.

Concentraciones de exposicidn

Para determinar la concentracién méixima de exposicidn deben considerarse al menos los siguientes criterios:
citotoxicidad, solubilidad en el sistema de ensayo y variaciones del pH o la osmolalidad.

La citotoxicidad se determinard con y sin activacién metabélica en ¢l experimento principal mediante un indi-
cador adecuado de la integridad y el crecimiento celular, como la eficacia de clonado relativa (supervivencia)
o el crecimiento total relativo. Puede ser (til determinar la citotoxicidad y la solubilidad en un experimento
preliminar.

Se empleardn al menos cuatro concentraciones analizables. Si se produce citotoxicidad, la gama de concentra-
ciones deberi abarcar desde la toxicidad maxima hasta una toxicidad escasa o nula, lo cual suele significar
que la separacion entre concnetraciones corresponde a un factor comprendido entre 1 y J10. En el caso de
sustancias escasamente citotdxicas, la concentracién mixima de ensayo serd la menor de estas tres: 5 mg/ml,
5 plfml 0 0,01 M.

Las sutancias escasamente solubles deben ensayarse hasta concentraciones iguales o superiores al limite de
solubilidad en las condiciones de cultivo. Ha de ponerse de manifiesto la insolubilidad en el medio de trata-
miento final al que sc exponen la células. Puede ser iitil determinar la solubilidad al principio y al final de tra-
tamiento, pues ésta puede variar durante la exposicidn en el sistema de ensayo debido a la presencia de célu-
las, S9. suero, etc. La insolubilidad puede detectarse por simple observacién. El precipitado no debe interferir
en la evaluacion del resultado.
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1.4.2.3. Controles

En todos los experimentos deberdn realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en para-
lelo, con y sin activacién metabélica. Cuando se aplique ésta, la sustancia del control positivo ha de requerir
activacién para provocar una respuesta mutagénica.

A continuacién figuran algunos ejemplos de sustancias para el control positivo:

Activacién metabélica Locus Sustancia N° CASF N° EINECS
Ausencia de activacién HPRT Metanosulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
metabdlica exégena

Etil-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
TK (colonias | Metanosulfonato de metilo 66-27-3 200-625-0
grandes y
pequefias)
XPRT Metanosulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
Etil-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Presencia de activacién HPRT 3-metilcolantreno 56-49-5 200-276-4
metabélica exégena
N-nitrosodimetilamina 62-7 5-9 200-549-8
7.12-Dimetilbenzoantraceno 57-97-6 200-359-5
TK (colonias | Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
grandes y
pequedias) |\ onohidrato de ciclofosfamida | 6055-19-2
Benzo[a]pireno 50-32-8 200-028-5
3.Metilcolantreno 56-49-5 200-276-5
XPRT N-nitrosodimetilamina (para 62-75-9 200-549-8
grandes cantidades de S9)
Benzo{a]pireno 50-32-8 200-028-5

Pueden utilizarse otras sustancias de referencia adecuadas para el control positivo, por ejemplo, la 5-bromo
2'-desoxiuridina (n® CAS 59-14-3, n°® EINECS 200-415-9), si el laboratorio dispone de una base de datos al
respecto. Deberd considerarse la utilizacién en dicho control de sustancias de clases quimicas afines, cuando
sea posible.

Se realizardn controles negativos tinicamente con el disolvente 0 vehiculo en el medio de tratamiento, y se
tratardn de igual manera que los lotes tratados. Se preparardn asimismo controles sin tratar, salvo que exista
informacién de controles historicos que demuestre que el disolvente elegido no induce efectos nocivos ni
mutdgenos.

1.43.  Procedimiento

1.4.3.1. Tratamiento con la sustancia de ensayo

Las células en crecimiento se tratan con la sustancia de ensayo, en presencia y en ausencia de un sistema de
activacion metabélica. La duracién de la exposicion ha de ser suficiente {de tres a seis horas suelen bastar) y
puede ampliarse hasta uno o varios ciclos celulares.
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1.4.3.2.

2.1.

2.2,

Pueden realizarse uno o dos cultivos con cada concentracién de la sustancia de ensayo. En ¢l caso de reali-
zarse uno solo, se aumentara el nimero de concentraciones con el fin de disponer de suficientes cultivos para
el anilisis (por ejemplo, un minimo de ocho concentraciones analizables). Deben realizarse dos cultivos para
el control negativo (disolvente).

Las sustancias gaseosas o voldtiles han de evaluarse con métodos adecuados, tales como recipientes de cultivo
herméticos, etc. (21) (22).

Determinacidn de la supervivencia, la viabilidad y la frecuencia de mutantes

Al término del perfodo de exposicién se lavan las células y se cultivan para determinar la supervivencia y
dejar que se exprese el fenotipo mutante. La evaluacién de la citotoxicidad suele empezarse después del
periodo de tratamiento, determinado la eficacia de clonado relativa (supervivencia) o el crecimiento total rela-
tivo de los cultivos.

Cada locus necesita un tiempo minimo determinado para que la expresion fenotipica de las mutaciones indu-
cidas recientemente sea casi 6ptima {(un minimo de seis a ocho dias en el caso de HPRT y XPRT y de dos dias
den el de TK). Las células se cultivan con y sin agente o agentes selectivos para determinar el nimero de
mutantes y la eficacia de clonado, respectivamente. La viabilidad, que sirve para calcular la frecuencia de
mutantes, empieza a determinarse al final del periodo de expresidn colocando los cultivos en un medio no
selectivo.

Si la sustancia de ensayo da un resultado positivo en el ensayo con L5178Y TK*/", deben medirse las colonias
al menos en uno de los cultivos de ensayo (el de la concentracién que dé resultados mds positivos) y en los
controles positivos y negativos. Si la sustancia de ensayo da un resultado negativo en el ensayo con L5178Y
TK/", deben medirse las colonias en los controles positivos y negativos. También pueden medirse las colonias
en los estudios realizados con TK6TK*/".

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los datos deben incluir la determinacion de la citotoxicidad y la viabilidad, los recuentos de colonias y la fre-
cuencia de mutantes en los cultivos tratados y en los controles. Si el resultado del ensayo con L5178Y TK*"
es positivo, las colonias se cuentan distinguiendo las grandes de las pequeiias al menos en un cultivo tratade
(con la concentracién de sustancia de ensayo que dé los resultados mds positivos) y en los controles positivos
y negativos. Debe estudiarse detenidamente la naturaleza molecular y citogenética tanto de las colonias gran-
des como de las pequefias (23) (24). En el ensayo TK*!", las colonias se cuentan distinguiendo las de creci-
miento normal (grandes) de las de crecimiento lento (pequedas) (25). Las células mutantes que han sufrido las
lesiones genéticas mds importantes requieren un tiempo de duplicacion mayor, de manera que forman colo-
nias pequefias. Dichas lesiones suelen variar desde la pérdida de un gen entero hasta las aberraciones cromo-
sémicas visibles en el cariotipo. La induccion de pequeiias colonias mutantes se ha asociado a sustancias que
provocan aberraciones cromosomicas importantes (26). Las células mutantes menos afectadas crecen a una
velocidad similar a l1a de las células parentales y forman colonias grandes.

Debe proporcionarse el indice de supervivencia (eficacia de clonado relativa) o el crecimiento total relativo. La
frecuencia de mutantes se expresa como ¢l nimero de células mutantes respecto al niimero de células supervi-
vientes.

Se proporcionarin los datos relativos a cada cultivo y se resumirdn en forma de tabla.

No serd preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberdn aclararse
mediante mds ensayos en los que convendria modificar las condiciones experimentales. Es preciso confirmar
los resultados negativos caso por caso. Los casos en que dicha confirmacién no se considere necesaria debe-
rén justificarse debidamente. En los experimentos complementarios de aquéllos que hayan dado resultados
dudosos o negativos, se considerard la posibilidad de modificar los pardmetros del estudio para ampliar la
gama de condiciones analizadas. Entre los pardmetros modificables se encuentran fa separacién entre concen-
traciones y las condiciones de activacién metabdlica.

EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (2umento relacionado con ia concentracién
o aumento reproducible de la frecuencia de mutantes, etc)). Debe considerarse en primer lugar la importancia
bilégica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadisticos como apoyo para evaluar los resultados del
ensayo. El hecho de que los datos estadisticos sean significativos no ha de ser el tinico factor para determinar
que una respuesta es positiva.
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- No se considerarin mutigenas en el sistema en cuestién las sutancias que den lugar a resultados que no se

ajusten a los criterios anteriores.

Si bien en la mayoria de los experimentos los resuitados erdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del namero de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resultado positivo en el ensayo de mutacién génica de células de mamifero in vitro indica que la sustancia
de ensayo provoca mutaciones génicas en los cultivos de células de mamifero utilizadas. El elemento mds sig-
nificativo es la relacion dosis-respuesta positiva y reproducible. Un resultado negativo indica que, en las condi-
ciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca mutaciones génicas en los cultivos de células de mami-
fero utilizadas.

INFORME

INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolvente o vehiculo:
— motivacion de la eleccidon del vehiculo o disolvente,

— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.

Células:

— tipo y procedencia,

— niimero de cultivos celulares,

— ndmero de pases celulares, si procede,

— métodos de mantenimiento del cultivo celular, si procede,

— ausencia de micoplasma.

Condiciones del ensayo:

— fundamento de la seleccion de las concentraciones y del nimero de cultivos (datos relativos la citotoxici-
dad, limites de solubilidad, si se conocen, etc.),

— composicion del medio y concentracién de CO,,

-— concentracién de la sustancia de ensayo,

— volumen de vehiculo y de sustancia de ensayo afiadida,

— temperatura de incubacidn,

— tiempo de incubacién,

— duracidn del tratamiento,

—_ vdcnsidad celular durante el tratamiento,

— tipo y composicién del sistema de activacién metabdlica, incluidos los criterios de aceptabilidad,
— controles positivos y negativos,

— duracién del periodo de expresion (con el nimero de células sembradas, subcultivos y pautas de nutri-
cion, si procede),

— agentes selectivos,

— criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o
ambiguos,
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métodos empleados para contar las células viables y las mutantes,

definicién del tamafio y el tipo de las colonias consideradas (incluides, en su caso, los criterios de distin-
cidn de colonias “grandes” y “pequefias”).

Resultados:

signos de toxicidad,

signos de precipitacién,

datos sobre el pH y la osmolalidad durante la exposicién a la sustancia de ensayo, si se han determinado,
tamafio de las colonias contadas, al menos en los controles positivos y negativos,

capacidad del laboratorio para detectar mutantes en colonias pequeiias con el sistema L5178Y TK*", en
su caso,

relacién dosis-respuesta, cuando sea posible,
andlisis estadisticos, si se han realizado,
datos de los controles negativos (disolventefvehiculo) y positivos realizados en paralelo,

datos sobre controles histéricos negativos (disolventefvehiculo) y positivos, intervalos, medias y desviacio-
nes estiandar,

frecuencia de mutantes.

Discusion de los resultados.

Conclusiones.
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1.1.

1.2,

ANEXO -B6

«B.23. ENSAYO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN ESPERMATOGONIAS DE MAMIFERO

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 483 sobre el ensayo de aberraciones
cromosdomicas en espermatogonias de mamifero (1997).

INTRODUCCION

El ensayo de aberraciones cromosémicas en espermatogonias de mamifero tiene por objeto detectar sustancias
que provocan aberraciones cromosémicas estructurales en espermatogonias de mamifero (1) (2) (3) (4) {5).
Las aberraciones estructurales pueden ser cromosémicas o cromatidicas. La mayoria de los mutigenos quimi-
cos dan lugar a aberraciones cromatidicas, aunque también pueden producirse aberraciones cromosémicas. El
presente método no estd pensado para detectar aberraciones numéricas ni se emplea habitualmente con ese
fin. Las mutaciones cromosémicas y los efectos relacionados ocasionan numerosas enfermedades genéticas
humanas.

El presente ensayo detecta alteraciones cromosémicas en las células germinales de las espermatogonias y debe-
ria, por tanto, permitir prever la induccién de mutaciones hereditarias en las células germinales.

El ensayo suele realizarse con roedores; es un ensayo citogenético in vivo que detecta aberraciones cromosdmi-
cas en las mitosis de las espermatogonias. El presente método no se refiere a otras células diana.

Para detectar aberraciones cromatidicas en las espermatogonias es preciso analizar la primera mitosis celular
después del tratamiento, antes de que las lesiones desaparezcan en las divisiones celulares siguientes. Puede
obtenerse informacién adicional del anilisis de los cromosomas mei6ticos de células madre de espermatogo-
nias tratadas, para detectar aberraciones cromosémicas de la diacinesis a la metafase | cuando las células trata-
das se convierten en espermatocitos.

El presente ensayo in vivo estd disefiado para determinar si los mutdgenos de las células somaiticas también
son activos en las células germinales. Asimismo, estd indicado para evaluar el riesgo mutagénico, ya que per-
mite tomar en consideracién factores del metabolismo in vivo, de la toxicocinética y de los procesos de repara-
cién del ADN.

Los testiculos contienen varias generaciones de espermatogonias, que presentan distinta sensibilidad al trata-
miento quimico. Por tanto, las aberraciones detectadas corresponden a una respuesta global de las poblaciones
de espermatogonias tratadas, en las que predominan las células diferenciadas, que son las mds numerosas.
Segin su localizacién en el testiculo y debido a la barrera fisica y fisiologica de las células de Sertoli, asi como
a la barrera entre la sangre y el testiculo, algunas generaciones de espermatogonias estin expuestas a la circu-
lacién general y otras no.

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede
realizar el presente ensayo.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Aberracién cromatidica: lesién cromosomica estructural que consiste en la rotura de una cromitida o la
rotura y reunion de cromdtidas.

Aberracién cromosémica: lesién cromosomica estructural que consiste en la rotura o en en la rotura y reu-
nién de ambas cromdtidas en el mismo sitio.

Gap: lesidn acromdtica mds estrecha que la cromdtida, con alteracién minima de la alineacion de las croma-

tidas.

Aberaccién numérica: nimero de cromosomas distinto del nimero normal propio de los animales em-

pleados.
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1.3.

1.4

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2,

Poliploidia: un miltiplo del nimero de dotacién cromosémica haploide (n) superior al diploide (3n, 4n, etc).

Aberracién estructural: alteracién de la estructura cromosémica (deleciones, intracambios o intercambios)
detectable mediante examen microscépico de la metafase de la division celular.

PRINCIPIO DEL METODO

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una via adecuada y se sacrifican a intervalos apropiados
tras el tratamiento. Antes de sacrificarlos, se les administra una sustancia que detenga la divisi6én celular en la
metafase (por ejemplo, colchicina o Colcemid®). A continuacién, se realizan preparaciones de cromosomas de
células germinales y se tifien, tras lo cual se analizan las células en metafase para detectar aberraciones cromo-
sémicas.

DESCRIPCION DEL METODO
Preparacién

Seleccidn de la especie animal

Si bien suelen emplearse himsters chinos y ratones machos, pueden utilizarse machos de otra especie de
mamiferos apropiada. Deben usarse animales adultos jovenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en
laboratorio. La variacién del peso de los animales al empezar el estudio ha de ser minima y no debe exceder
de £ 20% del peso medio.

Alojamiento y alimentacién de los animales

Se aplicardn las condiciones generales recogidas en la introduccién general de la parte B. La humedad debe
ser del 50 al 60%.

Preparacion de los animales

Se reparten al azar machos adultos jévenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas se
colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posicion de las mismas sean minimos. Se identifica a
los animales de forma univoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco
dias antes de empezar el estudio.

Preparacion de las dosis

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de su administracion a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis-
trarse directamente o diluirse antes de la administracién. Han de emplearse soluciones de la sustancia de
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas.

Condiciones del ensayo

Disolvente o vehiculo

El disolvente o vehiculo no deberd producir efectos toxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de
que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol-
ventes o vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale su compatibilidad. Siempre que
sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso.

Controles

Deberdn realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en paralelo en cada ensayo. Salvo
por lo que respecta a la exposicién a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de control deben tra-
tarse exactamente igual que los de los lotes tratados.
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1.5.

1.5.1.

En los controles positivos deberfan producirse aberraciones cromosémicas estructurales en las espermatogo-
nias in vivo con grados de exposicion en los que quepa esperar un aumento detectable respecto al nivel de
fondo.

Las dosis del control positivo deben ser tales que los efectos sean claros, pero no revelen immediatamente al
lector la identidad de los portaobjetos codificados. La sustancia empleada en el control positivo podrd admi-
nistrarse por una via distinta de la empleada para la sustancia de ensayo y la toma de muestras podrd reali-
zarse una sola vez. Podrd considerarse la utilizacién en dichos controles de sustancias de clases quimicas afi-
nes, cuando sea posible. A continuacién figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos:

Sustancia N° CAS N° EINECS
Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
Monohidrato de ciclofosfamida 6055-1 9-2-

Ciclohexilamina 108-91-8 203-629-0
Mitomicina C 50-07-7 200-008-6
Mondmero de acrilamida 79-06-1 201-173-7
Trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manifiesto una variabilidad entre animales y
una frecuencia de células con aberraciones cromosémicas aceptables, se realizarin, para cada periodo de
muestro, controles negativos tnicamente con el disolvente o vehiculo, y se tratardn, por lo demis, de igual
manera que los lotes tratados. Se realizarin asimismo controles sin tratar, salvo que exista informacién ante-
rior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehiculo elegido no induce efectos nacivos
ni mutigenos.

PROCEDIMIENTO

Nimero de animales

Los lotes tratados y los controles han de estar compuestos al menos por cinco machos analizables cada uno.

Pauta de tratamiento

Las sustancias de ensayo se administrardn preferiblemente una o dos veces (uno o dos tratamientos), aunque
también puede dividirse la dosis —por ejemplo, en dos veces al dia separadas por algunas horas como mixi-
mo— con el fin de facilitar la administracion de grandes cantidades. Si se siguen otras pautas debe justificarse
cientificamente.

En el lote al que se ha administrado la dosis mdxima se toman dos muestras tras el tratamiento. Dado que la
sustancia de ensayo puede afectar a la cinética del ciclo celular, suele tomarse la primera muestra hacia las 24
horas y la segunda, unas 48 horas después del tratamiento. En los demis lotes se toma una meustra trans-
curridas 24 horas o un periodo de 1,5 veces la duracion del ciclo celular desde el tratamiento, salvo que se
conozca otro periodo de muestreo mds adecuado para detectar los efectos estudiados (6).

Pueden seguirse otros periodos de muestreo. Por ¢jemplo, en el caso de sustancias que puedan provocar la
pérdida de cromosomas o tener efectos independientes de la fase S, pueden estar indicados periodos de mues-
treo mas cortos (1).

Debe valorarse caso por caso la pertenencia de una pauta de administracién repetida. Si se aplica una pauta
de ese tipo, los animales deben sacrificarse 24 horas (1,5 veces la duracién del ciclo celular) después de la
dltima administracidn. Cuando proceda, pueden aplicarse periodos de muestreo complementarios.

Antes de sacrificar los animales, se les inyecta por via intraperitoneal una dosis adecuada de una sustancia
que detenga la divisién celular en la metafase (por ejemplo, Colcemid® o colchicina). Se extraen las muestras
transcurrido un plazo oportuno, que en el caso de los ratones es de unas tres a cinco horas y en el de los
himsters chinos, de unas cuatro a cinco horas.
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1.5.3.

1.5.4.

1.5.5.

1.5.6.

1.5.7.

2.1.

Dosis

Si se lleva a cabo un estudio previo de determinacién de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de
hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa y protocolo de tratamiento que el estudio princi-
pal (7). Si se produce toxicidad, se administrardn tres dosis distintas para ¢l primer periodo de muestreo. La
gama de dosis deberd abarcar desde la toxicidad mdxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el dltimo
periodo de muestreo se administrard tinicamente la dosis médxima. Se entenderd por “dosis mixima” la que
produzca tales signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior segin el mismo protocolo resul-
taria problamente letal.

Las sustancias con actividades bioldgicas especificas a dosis bajas no téxicas (como las hormonas y los mit6-
genos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de la dosis y han de eva-
luarse caso por caso. La dosis maxima también puede definirse como la dosis que produce algin signo de
toxicidad en las espermatogonias (por ejemplo, disminucion de la proporcién entre el nimero de mitosis de
las espermatogonias y el ndmero de metafases [ y II de la meiosis; la disminucién no ha de ser superior al
50%).

Ensayo limite

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mgfkg de peso corporal/dia administrada en una
sola vez, o dos veces en ¢l mismo dia, no se observan efectos tdxicos y si, sobre la base de datos relativos a
sustancias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio
completo con tres dosis diferentes. Si se prevé la exposicion humana a la sustancia, puede ser preciso admi-
nistrar una dosis mayor en el ensayo limite.

Administracién de las dosis

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda géstrica o con una cinula de intubacién adecuada, o
bien por inyeccién intraperitoneal. Pueden emplearse otras vias de administracidn, siempre que se justifiquen.
El volumen méximo de liquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyeccion depende del
tamanio del animal de ensayo, pero no excederd de 2 mi/100 g de peso corporal. Deberd justificarse la admi-
nistracién de voliimenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberd reducirse al minimo la variabili-
dad del volumen de ensayo ajustando la concentracién de manera que el volumen sea el mismo en todas las
dosis.

Preparacién de los cromosomas

Immediatamente después del sacrificio, se preparan suspensiones con células de uno o ambos testiculos, se
tratan con una solucién hipoténica y se fljan. A continuacién, se distribuyen las células en portaobjetos y se
tifien.

Anilisis

Deben analizarse al menos 100 metafases bien extendidas de cada animal (es decir, un minimo de 500 meta-
fases por lote). La cantidad puede ser menor si se observan numerosas aberraciones. Antes de analizarlos al
microscopio, se asigna un cédigo independiente a cada portaobjetos, incluidos los controles positivos y nega-
tivos. Dado que los métodos de fijacién provocan con frecuencia la rotura de células en metafase y la pérdida
de cromosomas, las células analizadas deben contener un mimero de centrémeros iqual a 2n £ 2.

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE L.OS RESULTADOS

Los datos relativos a cada animal se presentarin en forma de tabla. La unidad experimental es el animal. Se
determinard en cada animal la cantidad de células con aberraciones cromosdmicas estructurales y el nimero
de aberraciones cromosémicas por célula. Se hard una relacién de los distintos tipos, el numero y la frecuen-
cia de dichas aberraciones en los lotes tratados y los controles. Los gaps se registrarin por separado y se reco-
gerin cn el informe, pero por lo general no se incluirdn en la frecuencia total de aberacciones.

Si se observan tanto mitosis como meiosis, se determinara la relacién entre las mitosis de espermatogonias y
la primera y segunda metafases meidticas en una muestra de 100 células en divisién por cada animal de los
lotes tratados y de los controles negativos, con el fin de establecer si ha habido citotoxicidad. Si se observan
mitosis tnicamente, se determinari el indice mitético al menos en 1 000 células por animal.
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EVALUACION INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento de la proporcién de células con
aberraciones cromasémicas relacionado con la dosis, claro aumento del nimero de células que presentan abe-
rraciones en un lote al que se ha administrado una sola dosis y en el que se ha realizado una tinica toma de
muestras, etc). Debe considerarse en primer lugar la importancia biologica de los resultados. Pueden
emplearse métodos estadisticos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (8). El hecho de que los
datos estadisticos sean significativos no ha de ser el Gnico factor para determinar que una respuesta es posi-
tiva. Los resultados dudosos deberdn aclararse mediante mds ensayos en los que convendria modificar las con-
diciones experimentales.

No se considerarin mutigenas en el ensayo en cuestidn las sustancias que den lugar a resultados que no se
ajusten a los criterios anteriores. '

Si bien en la mayoria de los experimentos los resultados serdn claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nimero de veces que se repita ¢l experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resultado positivo en el ensayo de aberraciones cromosémicas en espermatogonias in vivo indica que la
sustancia de ensayo provoca aberraciones cromosémicas estructurales en las células germinales de la especie
estudiada. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca
aberraciones cromosomicas en las células germinales de la especie estudiada.

Deberi estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos lleguen al tejido diana.

INFORME

INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolvente o vehiculo:
— motivacion de la eleccién del vehiculo,

— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.

Animales de ensayo:

— especie y cepa utilizadas,

-— nimero y edad de los animales,

— procedencia, condiciones de alojamiento, alimentacién, etc.,

— peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviacién
estindar de cada lote.

Condiciones del ensayo:

— datos relativos al estudio de determinacién del intervalo, si se ha llevado a cabo,
— fundamento de la seleccién de la dosis,

— fundamento de la eleccion de la via de administracién,

— preparacion de la sustancia de ensayo,

— administracién de la sustancia de ensayo,

— fundamento de la eleccién del momento del sacrificio,
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— conversién de la concentracién de la sustancia de ensayo en el agua ingerido yfo la dieta (ppm) en la
dosis real (mgfkg de peso corporal{dia), si procede, -

— calidad de los alimentos y el agua,
— descripcién detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras,
— métodos de determinacién de la toxicidad,

— sustancia que detiene la divisién celular en la metafase, concentracién empleada y duracién del trata-
miento,

~— métodos de preparacion de los portaobjetos,
— criterios de recuento de las aberraciones,
— namero de células analizadas por animal,

-— criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos.

Resultados:

— signos de toxicidad,

— indice mitético, -

— proporcién entre el nimero de mitosis de espermatogonias y el nimero de metafases I y II de la meiosis,
— tipo y nimero de aberraciones observadas en cada animal,

— mniimero total de aberraciones por lote,

- ndmero de células con aberraciones por lote,

— relacién dosis-respuesta, cuando sea posible,

— andlisis estadisticos, si se han realizado,

— datos de los controles negativos realizados en paralelo,

— datos anteriores sobre controles negativos, intervalos, medias y desviaciones estindar,
— datos de los controles positivos realizados en paralelo,

— variaciones de la ploidia, en su caso.
Discusién de los resultados.

Conclusiones.

BIBLIOGRAFIA

{1) Adler. L D. (1986), Clastogenic Potential in Mouse Spermatogenia of Chemical Mutagens Related to their
Cell-Cycle Specifications, in: Genetic Toxicology of Environmental Chemicals, Part B: Genetic Effects and Applied
Mutagenesis, Ramel, C., Lambert B., and Magnusson, J. (eds) Liss, New York, pp. 477-484.

(2) Adler, 1. D. (1984), Cytogenic tests in Mammals, in: Mutagenicity Testing: a Practical Approach, ed. S. Venitt
and J. M. Parry, IRL Press, Oxford, Washington DC, pp. 275-306.

(3) Evans, E. P., Breckon, G. and Ford, C. E. (1964), An Air-Drying Method for Meiotic Preparations from
Mammalian Testes, Cytogenetics and Cell Genetics, 3, pp. 289-294.



BOE num. 94

Jueves 19 abril 2001

14289

{4)

(5)

(6)

)

Richold, M., Ashby, ]., Chandley, A., Gatehouse, D. G. and Henderson L. (1990), In Vivo Cytogenetic
Assays, in: D. ]. Kirkland (ed.), Basic Mutagenicity Tests, UKEMS Recommended Procedures. UKEMS Subcom-
mittee on Guidelines for Mutagenicity Testing. Report. Part | revised, Cambridge University Press, Cambridge,
New York, Port Chester, Melbourne, Sydney, pp. 115-141.

Yamamoto, K. and Kikuchi, Y. (1978), A New Method for Preparation of Mammalian Spermatogonial
Chromosomes, Mutation Res., 52, pp. 207-209.

Adler, 1. D., Shelby, M. D., Bootman, J., Favor, J., Generoso, W., Pacchierotti, F., Shibuya, T. and Tanaka,
N. (1994), International Workshop on Standardisation of Genotoxicity Test Procedures. Summary Report
of the Working Group on Mammalian Germ Cell Tests, Mutation Res., 312, pp. 313-318.

Fielder, R. ], A]len‘, J. A., Boobis, A. R., Botham, P. A,, Doe, ]., Esdaile, D. J., Gatehouse, D. G., Hodson-
Walker, G., Morton, D. B,, Kirkland D. J. and Richold, M. (1992), Report of British Toxicology Society/UK
Environmental Mutagen Society Working group: Dose setting in In Vivo Mutagenicity Assays, Mutagenesis,
7, pp. 313-319.

Lovell, D. P, Anderson, D., Albanese, R., Amphlett, G. E,, Clare, G, Ferguson, R., Richold, M., Papworth,
D. G. and Savage, J. R. K. (1989), Statistical Analysis of In Vivo Cytogenetic Assays, in: D. J. Kirkland (ed.),
Statistical Evaluation of Mutagenicity Test Data. UKEMS Sub-Committee on Guidelines for Mutagenicity Testing,
report, Part IIl, Cambridge University Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne, Sydney, pp.
184-232.



14290

Jueves 19 abril 2001

BOE num. 94

1L.1.

1.2

1.3.

ANEXO -B7

«B.39. ENSAYO DE SINTESIS DE ADN NO PROGRAMADA (UDS) EN HEPATOCITOS DE MAMIFERO
IN VIVO :

METODO

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 486 sobre el ensayo de sintesis de

ADN no programada (UDS) en hepatocitos de mamifero in vivo (1997).

INTRODUCCION

El ensayo de sintesis de ADN no programada (UDS) en hepatocitos de mamifero in vive tiene por objeto deter-
minar sustancias de ensayo que inducen la reparacién del ADN en los hepatocitos de animals tratados (1) (2)

(3) ().

El presente ensayo in vivo constituye un método de investigacion de los efectos genotéxicos de los productos
quimicos en el higado y sirve para detectar lesiones en el ADN y su posterior reparacién en las células hepti-
cas. El higado suele ser el lugar donde mis se metabolizan los compuestos absorbidos y por ello constituye el

érgano mids apropiado para la deteccién de lesiones del ADN in vivo.

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo no llega al tejido diana, no procede realizar el presente ensayo.

La sintesis de ADN no programada (UDS) se determina midiendo la incorporacién de nucledsidos marcados
en células que no se encuentran en la fase S de sintesis programada de ADN. La técnica mds empleada con-
siste en determinar la captacién de timidina tritiada (*H-TdR} por autorradiografia. Para los ensayos de UDS
in vivo es preferible utilizar higados de rata. También pueden emplearse otros tejidos, si bien no se tratan en

las presentes directrices.

La deteccién de una respuesta de UDS depende del nimero de bases del ADN eliminadas y repuestas en el
sitio de la lesién. De ahi que el ensayo de UDS sea particularmente 1til para detectar la reparacién de secuen-
cias largas (20 a 30 bases: secuencias largas de reparacién) inducida por una sustancia. Sin embargo, la sensi-
bilidad del ensayo para detectar la reparacién de secuencias cortas {1 a 3 bases; secuencias cortas de repara-
cién) es mucho menor. Por otra parte, las alteraciones mutagénicas pueden deberse a una falta de reparacién
©0 a una reparacién o replicacién erréneas de las lesiones del ADN. La magnitud de la respuesta de UDS no es
indicativa de la fidelidad del proceso de reparacién. Ademis de ello, es posible que un mutdgeno reaccione
con el ADN, pero que la lesién de éste no se repare por un mecanismo de reparacién de excision. La falta de
informacidn especifica sobre la actividad mutagénica que caracteriza al ensayo UDS se ve compensada por su

sensibilidad potencial, ya que detecta los efectos en todo el genoma.

Véase asimismo la introduccién general de la parte B.

DEFINICIONES

Células en reparacién: células con un mumero neto de granulaciones nucleares (NGN) superior a un

mumero preestablecido que el laboratorio donde se realiza el ensayo ha de fundamentar.

Nidmero neto de granulaciones nucleares (NGN): medida cuantitativa de la sintesis de ADN no progra-
mada en las células por autorradiografia; se calcula restando el nimero medio de granulaciones citoplasmici-
cas (GO) en las zonas citoplasmaticas equivalentes al nicleo del ndmero de granulaciones nucleares (GN):
NGN = GN - GC. Primero se calcula el NGN de cada célula y después el correspondiente a todo un cultivo o

a cultivos paralelos, etc.

Sintesis de ADN no programada (UDS): sintesis de reparacién de ADN tras la excisién y eliminacién de un

segmento de ADN que contiene una regién dafiada por sustancias quimicas o agentes fisicos.

PRINCIPIO DEL METODO

El ensayo de sintesis de ADN no programada en hepatocitos de mamifero in vivo detecta la sintesis de repara-
cién del ADN tras la excisién y eliminacién de un segmento de ADN que contiene una regién dafiada por
sustancias quimicas o agentes fisicos. El ensayo suele fundarse en la incorporacién de *H-TdR al ADN de
hepatocitos de los cuales una escasa proporcion se encuentra en la fase S del ciclo celular. La incorporacién
de H-TdR suele determinarse por autorradiografia, ya que esta técnica no es tan sensible a las interferencias

debidas a las células en fase § como lo es, por ejemplo, el recuento por centelleo de liquidos.
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1.4. . DESCRIPCION DEL METODO
1.41.  Preparacién

1.4.1.1. Seleccion de la especie animal

Si bien suelen emplearse ratas, pueden utilizarse otras especies de mamiferos apropiadas. Deben usarse anima-
les adultos jovenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. La variacién del peso de los ani-
males al empezar el estudio ha de ser minima y no debe exceder de +20% del peso medio de cada sexo.

1.4.1.2. Alojamiento y alimentacion de los animales

Se aplicardn las condiciones generales recogidas en la introduccién general de la parte B. La humedad debe
ser del 50 al 60%.

1.4.1.3. Preparacidn de los animales

Se reparten al azar animales adultos jévenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas
se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posicién de las mismas sean minimos. Se identifica
a los animales de forma univoca y se los mantiene en las jaulas al menos cinco dias antes de empezar el estu-
dio para que se acostumbren a las condiciones de laboratorio.

1.4.1.4. Preparacidn de la sustancia de ensayo

Las sustancias de ensayo sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados y, si es
preciso, diluirse antes de su administracién a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis-
trarse directamente o diluirse antes de la administracién. Han de emplearse soluciones de la sustancia de
enslayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible, conser-
varlas.

1.42. Condiciones del ensayo

1.4.2.1. Disolvente o vehiculo

El disolvente o vehiculo no deberd producir efectos téxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de
que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol-
ventes o vehiculos poco conocidos, debe disponerse de informacién que avale su compatibilidad. Siempre que
sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso.

1.4.2.2. Controles

Deberin realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehiculo) en paralelo en cada parte indepen-
diente del experimento. Salvo por lo que respecta a la exposicién a la sustancia de ensayo, los animales de los
lotes de control deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados.

En los controles positivos se empleardn sustancias de las que se sepa que inducen la sintesis de ADN no pro-
gramada cuando se administran en dosis con las que se prevé un aumento detectable respecto a la frecuencia
espontdnea. Los controles positivos que requieran activacion metabdlica se realizarin con dosis que provo-
quen una respuesta moderada (4). Las dosis del control positivo pueden ser tales que los efectos sean claros,
pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los portaobjetos codificados. A continuacién figuran
algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos:

Periodo de muestreo Sustancia N°® CAS N° EINECS
Corto (2 a 4 horas) N-nitrosodimetilamina 62-75-9 200-249-8
Largo (12 a 16 horas) N-2-fluorenilacetamida (2-AAP 53-96-3 200-188-6

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. La sustancia del control positivo
puede administrarse por una via distinta de la de la sustancia de ensayo.



14292

Jueves 19 abril 2001

BOE num. 94

1.5.2,

1.5.3.

1.5.4.

1.5.6.

PROCEDIMIENTO

Ndmero y sexo de los animales

El ndmero de animales deberd decidirse tomando en consideracién la variacién bioldgica natural de la res-
puesta al ensayo. Cada lote estard constituido al menos por tres animales analizables. Si se dispone de una
base de datos de controles histéricos importante, bastarin uno o dos animales para los lotes de los controles
negativos y positivos realizados en paralelo.

Si en el momento en que se efectiie el estudio se dispone de datos sobre otros estudios realizados con la
misma especie y la misma via de exposicién, que demuestren que no hay diferencia significativa entre sexos
en cuanto a la toxicidad, serd suficiente el ensayo en un solo sexo, preferiblemente en machos. En caso de
que la exposicién humana a sustancias quimicas pueda ser especifica de un sexo, como sucede con algunos
productos farmacéuticos, el ensayo se ralizard con animales del sexo correspondiente.

Pauta de tratamiento

Las sustancias de ensayo suelen administrarse en una sola vez.

.

Dosis

En principio, se administran al menos dos dosis distintas. Se entiende por “dosis mdxima” la que produce tales
signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior segiin el mismo protocolo, resultaria probable-
mente letal. Por lo general, la dosis inferior es del 50% al 25% de la dosis méxima.

Las sustancias con actividades biol6gicas especificas a dosis bajas no téxicas (como las hormonas y los mit6-
genos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de la dosis y han de eva-
luarse caso por caso. Si se lleva a cabo un estudio previo de determinacién de la gama de dosis por falta de
datos adecuados, ha de hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa, sexo y protocolo de tra-
tamiento que el estudio principal.

La dosis maxima también puede definirse como la dosis que produce algin signo de toxicidad hepitica (por
¢jemplo, niicleos picnéticos).

Ensayo limite

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mgfkg de peso corporal administrada en una sola
vez, 0 dos veces en el mismo dia, no se observan efectos téxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan-
cias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com-
pleto. Si se prevé la exposicion humana a la sustancia, puede ser preciso administrar una dosis mayor en el
ensayo limite.

Administracién de las dosis

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gdstrica o con una cdnula de intubacién adecuada. Pue-
den emplearse otras vias de administracion, siempre que se justifiquen. La via intraperitoneal no estd indicada,
ya que podria exponer el higado a la sustancia de ensayo directamente en lugar de a través del sistema circu-
latorio. El volumen miximo de liquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyeccién
depende del tamanio del animal de ensayo, pero no excederd de 2 mlf{100 g de peso corporal. Debera justifi-
carse la administracion de voliimenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas,
que por lo general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberd reducirse al minimo la
variabilidad del volumen de ensayo ajustando la concentracién de manera que el volumen sea el mismo en
todas las dosis.

Preparacién de los hepatocitos

Se extraen hepatocitos de los animales tratados, por lo general de 12 a 16 horas después de la administracién
de la sustancia de ensayo. Suele ser necesaria otra toma previa (generalmente de 2 2 4 horas después del trata-
miento), salvo que a las 12-16 horas haya una respuesta ‘positiva clara. No obstante, pueden aplicarse otros
periodos de muestreo, si asi lo justifican los datos toxicocinéticos.
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2.1.

2.2.

Los cultivos de hepatocitos de mamifero a corto plazo se realizan perfundiendo el higado in situ con colage-
nasa y dejando que los hepatocitas recién disociados se adhieran a una superficie adecuada. La viabilidad de
los hepatocitos de los animales del control negativo ha de ser del 50% como minimo (5).

Determinacién de la sintesis de ADN no programada

Los hepatocitos de mamifero recién aislados se incuban en un medio con *H-TdR durante un tiempo ade-
cuado, por ejemplo, de 3 a 8 horas, Al término de la incubacién, se retiran las células del medio y pueden
entonces incubarse en otro medio con un exceso de timidina sin tratar con el fin de reducir la radiactividad
no incorporada (“cold chase”). A continuacién, se aclaran las células, se fijan y se tifien. Esta segunda incuba-
cién puede no ser necesaria si la primera ha sido mds larga. Se bafian los portaobjetos en una emulsién auto-
mradiogréfica, se exponen en la oscuridad (por ejemplo, refrigerados, de 7 a 17 dias), se revelan y tifien y se
cuentan los granos de plata expuestos. Se preparan dos o tres portaobjetos por animal.

Andlisis

Las preparaciones han de contener un nimero suficiente de células de morfologia normal para que la evalua-
cién de la sintesis de ADN no programada sea significativa. Se observan las preparaciones al microscopio en
busca de signos de citotoxicidad manifiesta (por ejemplo, picnosis, indice reducido de marcado radiactivo,
etc.).

Se codifican los portaobjetos antes del recuento de granulaciones. Por lo general, se cuentan 100 células por
animal, en dos portaobjetos como minimo. El recuento de ‘menos de 100 células por animal deberd estar
debidamente justificado. Si bien los niicleos en fase S no se consideran en ¢l recuento de granulaciones, puede
registrarse la proporcién de células en fase S. :

Se determinard con métodos apropiados la cantidad de *H-TdR incorporada en los niicleos y el citoplasma de
las células con morfologia normal, revelada por el depésito de granos de plata.

RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Se proporcionarin los datos de cada portaobjetos y de cada animal. Se resumirin todos los datos en forma de
tabla. Se calculard el nimero neto de granulaciones nucleares (NGN) por célula, por animal y por dosis y
tiempo restando el nimero de GC del de GN. Si se cuentan las células en reparacién, se motivaréd el criterio
aplicado para definir las “células en reparacién”, que deberd fundarse en datos relativos a controles histdricos
negativos o realizados en paralelo al ensayo. Los resultados numéricos pueden evaluarse por medio de méto-
dos estadisticos, que deberdn seleccionarse y justificarse antes de llevar a cabo el estudio.

EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Entre los criterios para determinar si una respuesta es positiva 0 negativa se encuentran los siguientes:

respuesta positiva: i) el NGN es superior a un valor preestablecido fundado en datos de controles histé-
ricos obtenidos en el laboratorio, o

ii) el NGN supera de forma significativa al de los controles realizados en paralelo;
respuesta negativa: i) el NGN no supera el umbral correspondiente a controles histéricos, o

ii) el NGN no supera de forma significativa al de los controles realizados en paralelo.

Debe considerarse la importancia biolégica de los resultados. Se tomardn en consideracién, por ejemplo, la
variabilidad entre animales, la relacién dosis-respuesta y la citotoxicidad. Pueden emplearse métodos estadisti-
cos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo. El hecho de que los datos estadisticos sean significati-
vos no ha de ser el tnico factor para determinar que una respuesta es positiva.
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Si bien en la mayoria de los experimentos los resultados serin claramente positivos o negativos, en algunos
casos el conjunto de datos no permitird emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo.
Con independencia del nimero de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo
ambiguos o dudosos.

Un resuitado positivo en el ensayo de sintesis d¢ ADN no programada en hepatocitos de mamifero in vivo
indica que la sustancia de ensayo provoca lesiones del ADN en los hepatocitos de mamifero in vivo que pue-
den repararse por sintesis de ADN no programada in vitro. Un resultado negativo indica que, en las condicio-
nes del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca lesiones del ADN detectables mediante este ensayo.

Deberd estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo pase al torrente circulatorio o llegue especifi-
camente al tejido diana (toxicidad sistémica, etc.).

INFORME

INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la informacién siguiente:

Disolvente o vehiculo:
— motivacién de la eleccién del vehiculo,

— solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehiculo, si se conocen.

Animales de ensayo:

— especie y cepa utilizadas,

— nidmero, edad y sexo de los animales,

— procedencia, condiciones de alojamiento, alimentacién, etc.,

— peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviacién
estindar de cada lote.

Condiciones del ensayo:

— controles positivos y negativos (vehiculo o disolvente),

— datos relativos al estudio de determinacién del intervalo, si se ha llevado a cabo,
— fundamento de la seleccién de la dosis,

— preparacion de la sustancia de ensayo,

— administracién de la sustancia de ensayo,

— fundamento de la eleccion de la via de administracién,

— métodos de comprobacién de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana,
en su caso,

— conversién de la concentracién de la sustancia de ensayo en el agua ingerida ylo la dieta (ppm) en la
dosis real (mgfkg de peso corporal/dia), si procede,

— calidad de los alimentos y el agua,

— descripcion detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras,
— métodos de determinacién de la toxicidad,

-— métodos de preparacién y cultivo de los hepatocitos,

— técnica autorradiogrifica utilizada,



BOE num. 94

Jueves 19 abril 2001

14295

nimero de portaobjetos preparados y de células sometidas a recuento,
criterios de evaluacién,

criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos.

Resultados:

media de granulaciones mucleares, granulaciones citoplasmdticas y granulaciones nucleares netas por por-
taobjetos, animal y lote,

relacidn dosis-respuesta, cuando sea posible,

evaluacidn estadistica, si se ha realizado,

signos de toxicidad,

datos de los controles negativos (disolvente o vehiculo) y positivos realizados en paralelo,

datos de controles histéricos negativos (disolvente o vehiculo) y positivos, intervalos, medias y desviacio-
nes estandar,

niimero de “células en reparacién”, si se ha determinado,

niimero de células en fase S, si se ha determinado,

viabilidad de las células.

Discusion de los resultados.

Conclusiones.
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1.1.

1.2,

1.3.

1.4,

1.5.

1.5.1.

1.5.2.

1.5.3.

1.5.3.1.

ANEXO B- §

«B.40., CORROSION CUTANEA

METODO

Introduccién

El Centro Europeo de Validacion de Métodos Alternativos (CEVMA, Centro Comiin de Investigacién, Comi~
sion Europea) ha considerado cientificamente vilidos dos ensayos in vitro de corrosividad cutinea: el ensayo
de resistencia eléctrica transcutdnea en piel de rata [the rat skin transcutancous electrical resistance (TER)] y un
ensayo que emplea un modelo de piel humana (1) (2) (3). El estudio de validacién del CEVMA demostré que
ambos ensayos podian discriminar de manera fiable entre agentes corrosivos y no corrosivos cutineos cono-
cidos. Ademis, el protocolo del ensayo basado en un modelo de piel humana permitié una distincién
correcta entre grados de efectos corrosivos (agentes corrosivos potentes conocidos, R35, y otros agentes
corrosivos cutdneos, R34) (2). A continuacién, se dan las descripciones y procedimientos de ambos ensayos,
cuya eleccion depende de las necesidades concretas y las preferencias del usuario.

Véase también la introduccién general de la parte B.

Definiciones
Corrosién cutdnea: produccién de dafios tisulares irreversibles en la piel tras la aplicacién de una sustancia de
ensayo.

Sustancias de referencia

No se especifica ninguna pero véanse los puntos 1.5.3.4 y 1.7.2.3.

Principio del método — Ensayo TER en piel de rata

La sustancia de ensayo se aplica durante 24 horas a las superficies epidérmicas de discos cutineos tomados
de la piel de ratas jévenes sacrificadas sin causar sufrimientos. Las sustancias corrosivas se caracterizan por
su capacidad de producir una pérdida de la integridad normal de Ja capa c6rmea y de la funcién de barrera.
Esta pérdida se mide como reduccién de la TER inherente por debajo de un umbral (5 k€2) (4) (5). Las sus-
tancias irritantes y no irritantes no reducen la TER por debajo del umbral. Para los surfactantes y las sutancias
orgdnicas neutras [véase la definicién en la referencia (6)] puede incorporarse al procedimiento de ensayo un
paso consistente en la fijacién de un colorante con el fin de reducir el nimero de falsos positivos que se
obtienen concretamente con estos tipos quimicos (2) y (7). . :

Descripcién del método — Ensayo TER en piel de rata

Animales

Para la preparacién de los discos de piel se necesitan ratas jévenes (20-23 dias) (Wistar o una cepa compara-
ble). El pelo dorsal y de los costados se rasura con cuidado utilizando una maquinilla. para animales
pequefios. A continuacién se lavan los animales enjugindolos cuidadosamente al mismo tiempo que se
sumerge la zona en una solucién antibidtica (que contenga, por ejemplo, estreptomicina, penicilina, cloranfe-
nicol y anfotericina en concentraciones que sean efectivas para inhibir el crecimiento bacteriano). Al tercer o
cuarto dia después del primer lavado se lavan otra vez los animales con antibiéticos y se usan dentro de los
tres dias siguientes (los animales no pueden tener mis de 31 dias de edad para la preparacién de piel).

Preparacién de los discos cutdneos

Se sacrifican los animales sin sufrimientos. A continuacién se retira la piel dorsal de cada animal y se le quita
la grasa separindola de la piel cuidadosamente. Se coloca la piel en el extremo de un tubo de PTFE (politetra-
fluorotileno), comprobando que la superficie epidérmica esté en contacto con el mismo. Se coloca a presién
un anillo de goma en el extremo del tubo para mantener la piel en su sitio y se recorta el tejido sobrante, En
la figura 1 se dan las dimensiones del anillo y del tubo. Después se sella con cuidado el anillo de goma al
extremo del tubo de PTFE con vaselina. E! tubo se sujeta mediante una pinza de muelle dentro de una cimara
receptora que contiene una solucidn de sulfato de magnesio (154 mM) (figura 2).

Procedimiento
Aplicaciéon del material de ensayo

Dentro del tubo se aplican a la superficie epidérmica sustancias liquidas de ensayo (150 pl) (figura 2). Cuando
se prucban materias sélidas se aplica al disco una cantidad suficiente del sélido de tal manera que quede
cubierta'toda la superficie de epidermis. A continuacién se vierte encima del sélido agua desionizada (150 )
y se agitan suavemente los tubos. Las sustancias de ensayo deben tener el miximo contacto posible con la
picl. Para algunos sélidos este contacto miximo puede conseguirse calentando hasta 30°C para fundir la sus-
tancia de ensayo o moliéndola para producdir un polvo o un granulado.
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1.5.3.2.

1.6.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Para cada sustancia de ensayo se utilizan tres discos cutineos. La sustancia de ensayo se aplica durante 24
horas (véase también ¢l punto 1.5.3.4) y se elimina lavando bajo el chorro de agua del grifo a 30°C hasta
que no pueda eliminarse mds materia. La eliminacién de sustancias de ensayo que se hayan solidificado en el
tubo puede facilitarse mediante un lavado a chorro con agua caliente a aproximadamente 30°C.

Mediciones de la TER

La TER se mide mediante un puente de corriente alterna y baja tensién (por ejemplo, AIM 401 o 6401, o
equivalente). Antes de medir la resistencia eléctrica, se reduce la tensién superficial de la piel afiadiendo la
cantidad suficiente de etanol al 70% para cubrir la epidermis. Después de unos segundos se quita ¢l etanol
dando la vuelta al tubo y entonces se hidrata el tejido aplicando 3 mi de una solucion de sulfato de magnesio
(154 mM). Los electrodos del puente se colocan a ambos lados del disco cutineo para medir la resistencia en
kQ/disco (figura 2). En la figura 1 se dan las dimensiones de los electrodos y la longitud del electrodo
expuesta por debajo de las pinzas de cocodrilo. La pinza que sujeta el electrodo interior (grueso) se coloca
encima del tubo de PTFE durante la medicién de la resistencia para asegurarse de que la longitud del elec-
trodo que queda surmergida en la solucion de sulfato de magnesio es constante. El electrodo exterior (del-
gado) se coloca dentro de la cimara receptora de manera que esté en contacto con ¢l fondo de Ia misma. La
distancia entre el fondo de Ja pinza de muelle y el fondo del tubo de PTFE se mantendri constante {figura 1),
ya que esta distancia afecta al valor de la resistencia obtenido.

Téngase en cuenta que si el valor de la resistencia medido es superior a 20 k{), puede deberse a la sustancia
de ensayo que recubre la superficie epidérmica del disco cutineo. Puede intentarse la eliminacion de este
recubrimiento, por ejemplo, sellando el tubo de PTFE con ¢l pulgar cubierto de un guante y agitindolo
aproximadamente diez segundos; se tira la solucién de sulfato de magnesio y se repite Ja medicion de la resis-
tencia con otra solucidn de sulfato de magnesio.

Los resultados medios de la TER se aceptan a condicién de que los valores de control positives y negativos
en paralelo queden dentro de intervalos aceptables para el método. A continuacién se dan las sustancias de
control propuestas y sus intervalos de resistencia aceptables para la metodologia y el instrumental:

Control Sustancia Intervalo (ﬁ] r)csistcncia
Positivo 10 M de dcido clorhidrico (36 %) 0,5-1,0
Negativo Agua destilada ' - 10-25

Procedimiento modificado para surfactantes y sustancias orgdnicas neutras

Si los valores TER de las sustancias de ensayo que sean surfactantes o sustancias orgdnicas neutras son infe-
riores o iguales a 5 k{2, puede hacerse en los iejidos una evaluacion de la penetracién del colorante. Este pro-
cedimiento determinard si los resultados son falsos positivos (2).

Aplicacién y eliminacién del colorante sulforodamina B

Después del tratamiento inicial con la sustancia de ensayo, se aplicarin 150 ml de una dilucién al 10 % (pfv)
de colorante sulforodamina B en agua destilada sobre la superficie epidérmica de cada disco cutineo durante
dos horas. A continuaci6n, los discos se lavan a chorro con agua del grifo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 segundos para eliminar el colorante excedente o sin fijar. Cada disco cutineo se retira
cuidadosamente del tubo de PTFE y se coloca en un frasco (por ejemplo, un frasco de cristal de centelleo de
20 ml) que contenga agua desionizada (8 ml). Los frascos se agitan suavemente durante cinco minutos para
eliminar el colorante excedente o sin fijar que haya quedado. Este procedimiento de aclarado se repite a con-
tinuacion, después de lo cval se retiran los discos cutineos y se colocan en frascos que contengan 5 mi de
dodecilsulfato sédico (SDS) al 30% (pfv) en agua destilada y se dejan incubar una noche a 60°C. Después de
la incubacidn, se retira y desecha cada disco cutineo y la solucion restante se centrifuga 8 minutos a 21°C
(fuerza centrifuga relativa ~ 175). Luego, se diluye 1 a § (vjv) [es decir, 1 ml + 4 ml] una muestra de 1 ml
del sobrenadante con dodecilsulfato sédico al 30 % (pfv) en agua destilada. La densidad Gptica (DO) de la
solucién se mide a aproximadamente 565 nm.

Cilculo del contenido en colorante

El contenido en colorante sulfordamina B por disco se calcula a partir de los valores DO (coeficiente de extin-
cion molar del colorante sulforodamina B a 565 nm = 8,7 x10% peso molecular = 580). El contenido en
colorante sulforodamina B se determina para cada disco cutinea y luego se calcula un contenido medio de
colorante para los ensayos repetidos. Los resultados medios de fijacién del colorante se aceptan a condicién
de que los valores de control en paralelo queden dentro de intervalos aceptables para ¢l método. A continua-
cién se dan los intervalos de contenido en colorante aceptables que se proponen para las sustancias de con-
trol y para la metodologia y el insttumental:
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Intervalo del contenido
Control Sustancia en colorante
(pg/disco)
Positivo 10 M de écido clorhidrico (36 %) 40-100
Negativo Agua destilada 15-35

1.5.3.4. Informacidén complementaria

Pueden aplicarse también sustancias de ensayo a los discos cutineos durante periodos mds cortos (por ejem-
plo, 2 horas) para identificar aquelllos materiales que sean fuertemente corrosivos. Sin embargo, en el estudio
de validacién. se hallé que el ensayo TER sobrestimaba el potencial corrosivo de varias sustancias quimicas
de ensayo después de su aplicacion a los discos cutaneos durante 2 horas (2), aunque permitia la correcta
identificacién de sustancias corrosivas y no corrosivas después de una aplicacién de 24 horas.

Las propiedades y dimensiones del instrumental de ensayo y el procedimiento experimental utilizado pueden
influir en los valores TER obtenidos. El umbral de corrosion de 5 ki) se determiné a partir de datos obteni-
dos con el instrumental y el procedimiento concretos descritos en este método. Si las condiciones de ensayo
se modifican de manera significativa, pueden aplicarse diferentes umbrales y valores de control. Por tanto, se
recomienda que la metodologia y el umbral de resistencia se calibren probando una serie de sustancias de
referencia elegidas entre los productos quimicos utilizados en el estudio de validacion (3).

1.6 Principio del método — Ensayo con modelo de piel humana

El material de ensayo se aplica t6picamente durante 4 horas a un modelo tridimensional de piel humana que
comprende una epidermis reconstruida con una capa cérnea funcional. Los materiales corrosivos se caracteri-
zan por su capacidad de producir una disminucién de la viabilidad celular (determinada, por ejemplo, utili-
zando el ensayo de reduccién del MTT) por debajo de determinados umbrales en periodos de exposicién
especificados. El principio del ensayo parte de la hipétesis de que los productos quimicos corrosivos son los
que pueden penetrar la capa cornea (por difusién o erosién) y son suficientemente citotéxicos para provocar
la muerte de las células en las capas celulares subyacentes.

1.7. Descripcién del método — Ensayo con modelo de piel humana

1.7.1. Modelos de piel humana

Los modelos de piel humana pueden tener diferentes origenes pero tienen que cumplir determinados crite-
rios. El modelo debe tener una capa comea funcional con una capa subyacente de células vivas. La funcién
de barrera de la capa cémea debe ser adecuada, lo cual puede ponerse de manifiesto demostrando la resisten-
cia del modelo a Ja citotoxicidad tras la aplicacién de sustancias conocidas como citotéxicas pero que nor-
malmente no atraviesan la capa cémea. Debe mostrarse que ¢l modelo da resultados reproducibles en condi-
ciones experimentales definidas.

La viabilidad de las células vivas de] modelo debe ser suficientemente alta para discriminar bien entre las sus-
tancias de controles positivos y negativos. La viabilidad celular (por ejemplo, medida por la reduccién del
MTT, es decir, un valor DO) tras la exposicién a la sustancia del control negativo debe quedar dentro de limi-
tes aceptables para el modelo en cuestion. De la misma manera, los valores de viabilidad celular con la sus-
tancia del control positivo (en relacién con los del control negativo) deben quedar dentro de limites especifi-
cados y, lo que es mds importante, hay que demostrar que el modelo de prediccién utilizado cumple normas
de validacién internacionales (2).

1.7.2. Procedimiento

1.7.21. Aplicacion de la sustancia de ensayo

Para materiales liquidos, debe aplicarse una cantidad de sustancia de ensayo suficiente para cubrir la superfi-
cie cutinea (un minimo de 25 plfcm?). Para los materiales sélidos, tiene que aplicarse suficiente cantidad de
sustancia para cubrir la piel y, 2 continuacion, debe humedecerse para asegurar un buen contacto con la piel;
cuanda convenga, deberdn molerse los sélidos para transformarlos en polvo antes de su aplicacién. Debe
mostrarse que ¢l método de aplicacién es adecuado para una amplia gama de tipos quimicos (2). Al final del
periodo de exposicion, el material de ensayo debe lavarse cuidadosamente de la superficie de la piel con una
solucién salina.

1.7.2.2. Medicion de la viabilidad celular

Para medir la viabilidad celular puede emplearse cualquier método cuantitativo validade. El ensayo utilizado
mds frecuentemente es la reduccién del MTT, que se ha comprobado que da resultados exactos y reproduci-
bles en diferentes laboratorios (2). El disco cutineo se coloca en una soluciéon de MTT de 0,3 mgfml a
20-28°C durante 3 horas. A continuacién se extrac el formazano azul precipitado (extraccion del disolvente)
y se mide la concentracién de formazano determinando la DO a una longitud de onda entre 545 y 595 nm.
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1.7.2.3.

2.1.

2.1.1.

2.2

2.2.1.

2.2.2.

Informacion complementaria

El modelo de piel utilizado y el protocolo exacto del tiempo de exposicién y los procedimientos de lavado
etc., tendrdn un efecto importante en los resultados de la viabilidad celular. Se recomienda que la metodolo-
gia y el modelo de prediccién se calibren probando una serie de sustancias de referencia elegidas entre jos
productos quimicos utilizados en el estudio de validacién del CEVMA (3). Es crucial haber comprobado que
el método utilizado es reproducible dentro y entre laboratorios para una amplia gama de productos quimicos
con arreglo a normas internacionales. Como minimo, el método debe cumplir los criterios de validez cienti-
fica definidos previamente (2) y los resultados de este estudio de validacion deben publicarse en una revista
cientifica que los someta a una revision inter pares,

RESULTADOS

Tratamiento de los resultados

Ensayo TER en piel de rata

Los valores de resistencia (k) para la sustancia de ensayo, los controles positivos y negativos y los posibles
productos quimicos de referencia deben darse en forma de tabla, incluyendo los datos de los experimentos
repetidos, los valores medios y la clasificacién derivada.

Ensayo con modelo de picl-humana

Los valores DO y los datos sobre viabilidad celular calculados en porcentaje para la sustancia de ensayo, los
controles positivos y negativos y los posibles productos quimicos de referencia deben darse en forma de
tabla, incluyendo los datos de los experimentos repetidos, los valores medios y la clasificacién derivada.

Evaluacién e interpretacién de los resultados

Ensayo TER sobre piel de rata

Si el valor medio TER obtenido para la sustancia de ensayo es superior a 5 k€, la sustancia no es corrosiva.
Si el valor TER es inferior o igual a § k€), y la sustancia de ensayo no es un surfactante ni una sustancia
orgénica neutra, la sustancia es corrosiva.

Para los surfactantes o sustancias orgénicas neutras que den valores TER inferiores o iguales a 5 k2, puede
evaluarse la penetracién de un colorante. Si el contenido medio de colorante en el disco es superior o igual
al contenido medio de colorante en el disco del control positivo de HCl al 36 % obtenido en paralelo, la sus-
tancia de ensayo ¢s un positivo verdadero y, por tanto, es corrosiva. Si el contenido medio de colorante en el
disco es inferior al contenido medio de colorante en el disco del control positivo de HCl al 36% obtenido en
paralelo, la sustancia de ensayo da un falso positivo y. por tanto, no es corrosiva.

Ensayo con modelo de piel humana

El valor DO del control negativo representa el 100% de viabilidad celular; de ahi que los valores DO obteni-
dos para cada muestra de ensayo puedan utilizarse para calcular un porcentaje de viabilidad respecto al con-
trol negativo. El porcentaje de viabilidad celular que permite distinguir entre sustancias de ensayo corrosivas
y no corrosivas (o discriminar entre diferentes tipos de sustancias corrosivas) tiene que definirse claramente
en el modelo de prediccion antes de validar el método y el posterior estudio de validacién debe demostrar
que el valor que se utiliza para separar es adecuado (2).

INFORME

Informe del ensayo
El informe del ensayo debe dar, como minimo, la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:

— datos de identificacién, naturaleza fisica y, si procede, propiedades fisicoquimicas; también debe darse
informacién semejante para las sustancias de referencia, si se utilizan.

Condiciones del ensayo:
—_ panicularidadcs del procedimiento de ensayo empleado,

— descripcién y justificacion de posibles modificaciones.
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Resultados:

~ tabulacién de los valores de resistencia (ensayo TER) o porcentajes de viabilidad celular (ensayo con
modelo de piel humana) del material de ensayo, controles positivos y negativos y posibles productos qui-
micos de referencia, incluyendo datos sobre experimentos repetidos y valores medios,

— descripcion de otros efectos observados.
Discusién de los resultados.

Conclusiones.
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Figura 2
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1.1

1.2,

ANEXQ B- 9

«B.41. FOTOTOXICIDAD — ENSAYO DE FOTOTOXICIDAD IN VITRO 3T3 NRU

METODO

Introduccién

La fototoxicidad es una reaccién tdxica que se produce tras la exposicién de la piel a determinadas sustancias
quimicas y su posterior exposicién a la luz, o por irradiacién de la piel tras 1a administracién sistémica de
una sustancia quimica.

La informacién que proporciona el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU sirve para determinar el poten-
cial fototéxico de una sustancia de ensayo, es decir, para saber si puede entrafiar peligros o no en caso de
exposicién a las radiaciones UV y de luz visible. :

Dado que el parimetro toxicolégico que se pone de manifiesto con el ensayo in vitro es la fotocitotoxicidad,
provocada por la accién combinada de una sustancia y de la luz, el ensayo permite determinar compuestos
que resultan fototdxicos in vivo tras su administracidn sistémica y difusién a la piel, asi como compuestos que
resultan fotoirritantes tras su aplicacién tépica en la piel. '

El ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU ha sido elaborado y validado en ¢l marco de un proyecto con-
junto UE/COLIPA entre 1992 y 1997 (1) (2) (3), con el fin de establecer un método in vitro vilido para susti-
tuir a los diversos ensayos in vivo empleados. En 1996 se recomendé en un taller de la OCDE un enfoque
secuencial de ensayo in vitro para evaluar la fototoxicidad (4). '

Los resultados del ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU se han comparado con los efectos de fototoxici-
dadffotoirritacién aguda in vivo en animales y seres humanos, lo cual ha puesto de manifiesto que el ensayo
proporciona una excelente predictividad de dichos efectos. El ensayo no estd disefiado para detectar otros
efectos adversos de la accién combinada de las sustancias quimicas y la luz, como pueden ser la fotogenotoxi-
cidad, la fotoalergia y la fotocarcinogenicidad, si bien muchas sustancias quimicas que presentan esas propie-
dades darin un resultado positivo en el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU. Ademds de ello, el ensayo
tampoco permite evaluar la potencia fotot6xica.

El apéndice recoge un enfoque secuencial de ensayo de la fototoxicidad de sustancias quimicas.

Definiciones

Irradiancia: intensidad de radiacién ultravioleta (UV) o visible que incide en una superficie, rﬁedida en Wim? o
mW/cm?.

Dosis de luz: cantidad (= intensidad x tiempo) de radiacién ultravioleta (UV) o visible que incide en una superfi-
cie, expresada en julios (= W xs) por unidad de superficie, por ejemplo J/m? o Jjem2.

Longitud de onda de la luz UV: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC { 100-280 nm) [designaciones
recomendadas por la CIE {Commission Internationale de L'Eclairage)]. También se emplean otras designacio-
nes: la separacién entre UVB y UVA suele situarse a 320 nm y las radiaciones UVA pueden subdividirse en
UV-A1 y UV-A2, con una separacion a 340 nm aproximadamente.

Viabilidad celular: parimetro que mide la actividad total de una poblacién celular (por ejemplo, capfacién del
colorante vital rojo neutro por los lisosomas celulares), que, segiin el efecto que se mida y el tipo de ensayo
realizado, corresponde al niimero total yfo la viabilidad de las células.

Viabilidad celular relativa: viabilidad celular respecto a la de los controles negativos (disolvente) que se toman a
lo largo de todo el procedimiento de ensayo (+UV o ~UV), pero no se tratan con la sustancia de ensayo.

Modelo de prediccion: algoritmo utilizado para transformar Jos resultados de un ensayo de toxicidad en una pre-
diccion de potencial téxico. En las presentes directrices de ensayo, pueden utilizarse el PIF y ¢l MPE para
transformar los resultados del ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU en una prediccién del potencial foto-
téxico.

PIF (Photo Irritation Factor-Factor de fotoirritacién): factor que se obtiene comparando dos concentraciones cito-
téxicas igualmente eficaces (ECso) de la sustancia de ensayo en ausencia (~UV) y en presencia (+ UV} de una
irradiacién no citotéxica con UVA[luz visible.

MPE (Mean Photo Effea-Fotoefecto medio): nueva medida derivada de un andlisis matemdtico del trazado com-
pleto de dos curvas de concentracién-respuesta obtenidas en ausencia (~UV) y en presencia (+UV) de una
irradiacién no citotéxica con UVA[luz visible.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototoxicidad: reaccion tdxica aguda que se produce tras la primera exposicion de la piel a determinadas sus-
tancias quimnicas y su posterior exposicién a la luz, o por irradiacién de la piel tras la administracién sistémica
de una sustancia quimica.

Fotoirritacién: subcategoria del término “fototoxicidad”, empleada para describir Unicamente las reacciones
fototéxicas que se producen en la piel tras la exposicion (aplicacién topica o administracién oral) a sustancias
quimicas. Dichas reacciones fototdxicas provocan siempre-dafos celulares inespecificos (del tipo eritema
solar).

Fotoalergia: reactividad inmunolégica adquirida, que no se produce tras la primera exposicién a la sustancia
quimica y a la luz, y que requiere un periodo de induccion de una o dos semanas antes de que se manifieste
la reactividad cutanea.

Fotogenotoxicidad: reaccién genotdxica observada para un parimetro genético, que se produce tras la exposi-
cién de las células a una dosis no genotéxica de Juz UV/visible y a una sustancia quimica no genotéxica.

Fotocarcinogenicidad: carcinogenicidad inducida por la exposicion repetida a la luz y a una sustancia quimica.
Se emplea el término “fotococarcinogénesis™ cuando el efecto carcindgeno de las radiaciones UV se ve acre-
centado por la exposicién a una sustancia quimica.

Sustancias de referencia

Ademis de la clorpromacina empleada para el control positivo, que ha de someterse a ensayo en paralelo en
cada caso, se recomienda utilizar como sustancias de referencia para el ensayo de fototoxicidad 3T3 NRU un
subconjunto de las sustancias quimicas empleadas para dicho ensayo en las pruebas interlaboratorios (1) (3)
(13).

Consideraciones iniciales

Se ha senalado que numerosos tipos de sustancias quimicas producen efectos fototéxicos (5) (6) (7) (8). Su
tinica caracteristica en comin es la capacidad de absorber la energia luminosa de la luz solar. Con arreglo a la
primera ley de la fotoquimica (ley de Grotthaus-Draper), para que se produzca fotorreaccion, es necesaria la
absorcidn de una cantidad suficiente de quanta de luz. Por tanto, antes de plantearse realizar un ensayo biolé-
gico conforme a las presentes directrices, debe determinarse el espectro de absorcién de rayos UV/luz visible
de 1a sustancia de ensayo (por cjemplo segiin las directrices de ensayo 101 de la- OCDE). Si el coeficiente de
extincidénfabsorcién molar es inferior a 10 litro> mol™ xem™, la sustancia carece de potencial fotorreactivo y
no es preciso someterla al ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU ni a ningtin otro ensayo biolégico de
efectos fotoquimicos adversos (apéndice I).

Principio del método

Se han descrito cuatro mecanismos mediante los cuales la absorcién de luz por un croméforo {quimico)
puede dar lugar a una reaccién fototéxica (7) y todos cllos provocan dafios celulares. Asi pues, el ensayo de
fototoxicidad in vitro 3T3 NRU se basa en la comparacion de la citotoxicidad de una sustancia cuando se
somete a ensayo exponiéndola a una dosis no citotéxica de radiacion UVA(fluz visible y sin exponerla. La cito-
toxicidad en este ensayo se expresa como la disminucién, ligada a la concentracion, de la captacién del colo-
rante vital rojo neutro (Neurral Red - NR (9)) 24 horas después de la administracién de la sustancia de ensayo
y la irradiacién.

Se mantienen en cultivo células Balbfc 3T3 durante 24 horas hasta que se formen monocapas. Por cada sus-
tancia de ensayo se preincuban durante 1 hora dos placas de 96 pocillos con ocho concentraciones distintas
de la sustancia de ensayo. A continuacion, una de las placas se expone a una dosis no citotéxica de radiacién
UVAfluz visible de 5 Jjem? UVA (experimento +UV) y la otra se mantiene en la oscuridad (experimento
- UV). El medio de tratamiento se sustituye después por un medio de cultivo en las dos placas y, tras otras 24
horas de incubacion, se determina la viabilidad celular mediante e] andlisis de captacion del rojo neutro (Neu-
tral Red Uptake - NRU) durante 3 horas. Se calcula, para cada una de las ocho concentraciones de ensayo, la
viabilidad celular relativa, expresada en porcentaje de los controles negativos no tratados. Para predecir el
potencial fototdxico, se comparan las reacciones a las distintas concentraciones obtenidas en presencia (+UV)
y en ausencia (~UV) de irradiacion, por lo general al nivel EC, es decir, la concentracién que inhibe la viabi-
lidad celular en un 50 % respecto a los controles sin tratar.

Criterios de calidad

Sensibilidad de las células a las radiaciones UVA-Datos de referencia: debe comprobarse periédicamente la sensibili-
dad de las células a las radiaciones UVA. Se siembran las células a la densidad cmgzlcada en el ensayo de foto-
toxicidad in vitro 3T3 NRU y al dia siguiente se irradian con dosis de 1 a 9 )fem? de radiacién UVA. Un dia
después, se determina la viabilidad celular mediante el ensayo NRU. Las células cumplen los criterios de cali-
dad si, tras la irradiacién con 5 )fcm? UVA, su viabilidad es superior o igual al 80 % de la viabilidad de los
controles mantenidos en la oscuridad. Con la dosis superior de radiacién UVA (9 J/cm?), la viabilidad debe
ser, al menos, igual al 50 % de la de los controles mantenidos en la oscuridad. Esta comprobacién debe repe-
tirse aproximadamente cada 10 pasos celulares.

Sensibilidad de las células de los controles negativos a las radiaciones UVA-Ensayo en curso: ¢l ensayo cumple los cri-
terios de calidad si los controles negativos [células en una solucién salina equilibrada de Earl (Earl's Balanced
Salt Solution-EBSS) con o sin 1 % de dimetilsulféxido (DMSO) o 1 % de etanol (EtOH)] en el experimento +
UVA presentan una viabilidad superior o igual al 80 % de la de las células no irradiadas en el mismo disol-
vente del experimento realizado en paralelo en la oscuridad (-UVA).
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1.7.

17.1.1L

1.7.1.2.

1.7.1.3.

Viabilidad de los controles negativos: la densidad Optica absoluta (ODg4q npy) medida en el extracto NR de los
controles negativos indica si las 1% 10* células sembradas por pocillo han crecido en un tiempo de generacién
normal durante los dos dias del ensayo. Este se ajusta a los criterios de aceptacién si la densidad éptica media
(ODs.40 nru) de los controles no tratados es 2 0,2.

Conrrol positivo: por cada ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU, debe someterse a ensayo en paralelo unu
sustancia fototéxica conocida. Se recomienda utilizar Ja clorpromacina (CPZ) como control positivo, pues es
la sustancia que se ha empleado en el estudio de validacion EUJCOLIPA. Se han definido los criterios de acep-
tacién siguientes para el uso de CPZ conforme al protocolo normalizado en el ensayo de fototoxicidad in vitra
3T3 NRU: CPZ irradiada (+ UVA), EC5¢ = 0,1 2 2,0 pg/ml: CPZ no irradiada (- UVA), ECs, = 7,0 2 90,0 pg/ml.
El factor de fotoirritacion {PIF), es decir, la variacion de la ECsq ha de ser, al menos, de 6.

En lugar de la CPZ, pueden emplearse para los controles positivos en paralelo otras sustancias fototéxicas
conocidas adecuadas a la nawraleza quimica o a Jas caracteristicas de solubilidad de la sustancia de ensayo.
En ese caso y sobre Ja base de los datos de referencia, deben definirse debidamente como criterios de acepta-
cién para el ensayo los intervalos de los valores de la ECyq y el PIF o el MPE.

Descripcion del mérodo
Preparacion

Células

Se recomienda e} uso de una linea celular permanente de fibroblastos de ratén —Balbje 3T3, clon 31—proce-
dente del ATCC o ECACC, pues es la que se ha empleado en el estudio de validacién. También pueden obte-
nerse buenos resultados utilizando otras células o lineas celulares segiin el mismo protocolo de ensayo, siem-
pre y cuando las condiciones de cultivo estén adaptadas a las necesidades particulares de las células, si bien en
tal caso debe demostrarse la equivalencia.

Debe comprobarse periédicamente que las células no estin contaminadas por micoplasmas y sélo se utiliza-
rén si los resultados de las comprobaciones son satisfactorios.

Dado que la sensibilidad de las células a Jas radiaciones UVA puede aumentar con el niimero de pasos, deben
emplearse células Balb/c 3T3 sometidas al menor nimero posible de pasos, preferiblemente menos de 100. Es
importante comprobar periédicamente la sensibilidad de las células Balbjc 3T3 a las radiaciones UVA con-
forme al procedimiento de control de calidad descrito en las presentes directrices.

Medios y condiciones de cultivo

Deben emplearse medios de cultivo y condiciones de incubacién apropiados para los pasos celulares sistemiti-
cos y durante el procedimiento de ensayo. En el caso de las células Balbjc 3T3, ¢l medio de cultivo es DMEM
enriquecido con un 10 % de suero de ternera recién nacida, 4 mM de glutamina, penicilina y estreptomicina,
y han de incubarse en atmésfera humidificada, a 37°C/7,5 % CO,. Es particularmente importante que las con-
diciones de cultivo celular permitan mantener la duracién del ciclo celular dentro de los limites normales de
la linea celular o las células utilizadas.

Preparacidon de los cultivos

Se siembran células procedentes de cultivos stock congelados en un medio de cultivo a una densidad apro-
piada y se subcultivan al menos una vez antes de utilizarlas en el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU.

Para el ensayo de fototoxicidad, las células se siembran en el medio a una densidad que impida que los culti-
vos confluyan antes de que finalice ¢l ensayo, es decir, cuando se determine la viabilidad celular 48 horas des-
pués de la siembra celular. Para las células Balbfc 3T3 cultivadas en placas de 96 pocillos, se recomienda una
densidad de 1x10* células por poxillo.

Para cada sustancia de ensayo se siembran las células de igual modo en dos placas distintas de 96 pocillos,
que sc mantendrin en condiciones de cultivo idénticas a lo largo de todo el procedimiento de ensayo, excepto
durante ¢l tiempo en que una de ellas se irradia (+ UVAfluz visible) y la otra se mantiene en la oscuridad
(- UVA/luz visible).

Activacion metabélica

Si bien es necesario utilizar sistemas de activacién metabélica para todos los ensayos in vito de prediccion del
potencial genotéxico o carcinogénico, en el caso de la fototoxicologia no se conoce hasta la fecha ninguna
sustancia quimica que requiera una transforrnacién metabdélica para actuar como fototoxina in vive o in vitro,
Por consiguiente, no resulta necesario ni estd fundado cientificamente realizar el presente ensayo con un sis-
terna de activacién metabdlica.
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1.7.1.5. Sustancia de ensayo-Preparacion

Las sustancias de ensayo deben prepararse justo antes de emplearlas, salvo que los datos de estabilidad
demuestren que pueden conservarse, Puede ser necesario prepararlas bajo luz roja si es probable que se pro-
duzca una fotodegradacién ripida.

Las sustancias de ensayo se disuclven en soluciones tampén salinas, como la solucién salina equilibrada de
Earl (EBSS) o la solucién tampon fosfato (Phosphate Buffered Saline-PBS), que no deben contener componentes
proteicos ni colorantes indicadores de pH que absorban la luz, con el fin de evitar interferencias durante la
irradiacién.

Las sustancias de ensayo poco solubles en agua han de disolverse en disolventes apropiados a 100 veces la
concentracion final deseada y a continuacion diluirse a 1:100 con Ja solucién tampén salina. Si se emplea un
disolvente, debe hacerse a un volumen constante del 1 % (v/v) y en todos los cultivos, es decir, en los contro-
les negativos y en todas las concentraciones de la sustancia de ensayo.

Se recomienda el uso de los disolventes dimetilsulféxido (DMSO) y etanol (EtOH). Pueden emplearse otros
disolventes de baja citotoxicidad (por ejemplo acetona), pero deben evaluarse detenidamente sus propiedades
particulares (capacidad de reaccionar con la sustancia de ensayo, de atenuar el efecto fototéxico, de captar
radicales).

Si es preciso, puede emplearse un agitador meciénico, la sonicacién o el calentamiento a 37°C para facilitar la
disolucion.

1.7.1.6. Irradiacién UV-Preparacién

Fuente de luz: la eleccion de una fuente de luz y un filtrado apropiados es ¢l factor determinante de los ensayos
de fototoxicidad. Las porciones de radiacién UVA y de luz visible suelen asociarse a la fotosensibilizacién (7)
{10), mientras que las de UVB revisten menor importancia, son directamente muy citotoxicas y su citotoxici-
dad se multiplica por 1000 entre 313 y 280 nm (11). Uno de los principales criterios para elegir una fuente
de luz adecuada es que ésta emita longitudes de onda absorbidas por Ja sustancia de ensayo y que la dosis de
luz (que pueda obtenerse en un tiempo razonable) sca suficiente para detectar los fotosensibilizadores conoci-
dos. Ademis de ello, las longitudes de onda y las dosis empleadas no han de ser innecesariamente nocivas
para cl sistema de ensayo, teniendo en cuenta la emisién de calor (porci6n de infrarrojos).

La mejor fuente de luz es la de los simuladores de radiacién solar, en los que se emplean tanto arcos de
xenén como arcos de mercurio (dopado) con haluro de metal. Estos dltimos presentan la ventaja de emitir
menos calor y de ser mds econémicos, pero no reproducen exactamente la luz solar. Dado que todos los
simuladores de radiacién solar emiten cantidades importantes de rayos UVB, deben emplearse los filtras ade-
cuados para atenuar sus longitudes de onda altamente citotéxicas.

Para el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU debe usarse un espectro de irradiancia pricticamente exento
de UVB (UVA:UVB ~ 1:20). Se ha publicado un ejemplo de la distribucion de la irradiancia espectral del
simulador de la radiacion solar filtrada utilizado en el estudio de validacién del ensayo de fototoxicidad in vitro
3T3 NRU (3).

Dosimetria: debe comprobarse con regularidad la intensidad de luz (irradiancia) antes de cada ensayo de foto-
toxicidad con un medidor de UV de banda ancha adecuado y previamente calibrado en funcidn de la fuente
de luz. Ha de comprobarse, asimismo, el correcto funcionamiento de dicho aparato, para lo cual se reco-
mienda utilizar otro medidor de UV de referencia del mismo tipo y calibrado de igual manera. Lo ideal seria
emplear, a intervalos mayores, un espectrorradiometro para medir la irradiancia espectral de la fuente de luz
filtrada y comprobar el calibrado de] medidor de UV de banda ancha, si bien es cierto que para manejar esos
instrumentos se precisa personal debidamente cualificado.

En el estudio de validacion se determind que la dosis de 5 Jfcm? (UVA) no resulta citotéxica para las células
Balbjc 3T3 y que es suficientemnente potente para activar incjuso las sustancias quimicas debilmente fototéxi-
cas. Para obtener 5 Jjcm? en un plazo de 50 minutos, la irradiancia ha de ajustarse a 1,666 mW/cmZ. Si se
emplea otra linea celular u otra fuente de luz, puede ser preciso adaptar ligeramente la dosis de rayos UVA de
manera que no dafie las células y sea suficiente para detectar fototoxinas de referencia. La duracién de la
exposicién a la Juz se calcula de la manera siguiente:

dosis de irradiacién (JJcm?) x 1000
irradiancia (mW/cm? x 60

t(min) = (1) =1 W segundo)

1.7.2.  Condiciones de ensayo

La concentracién maxima de la sustancia de ensayo no debe superar los 100 pg/ml, pues todas las sustancias
fototéxicas han sido detectadas con concentraciones inferiores y, ademds, con concentraciones superiores
aumenta la incidencia de falsos positivos (sobreprediccién) (13). El pH de la concentracion mis alta de sustan-
cia de ensaya ha de ser satisfactorio (pH entre 6,5 y 7,8).
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1.7.3.

1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Los rangos de las concentraciones de la sustancia de ensayo en presencia (+ UVA) y en ausencia (- UVA) de
luz deben determinarse de forma adecuada mediante experimentos previos (range-finder experiments). El rango
y el intervalo de una serie de concentraciones debe ajustarse de manera que las curvas de concentracién-res-
puesta estén suficientemente confirmadas por los datos experimentales. Debe utilizarse una progresién geomé-
trica de concentraciones {con un factor de dilucién constante).

Procedimiento (*)

Primer dia

Se prepara una suspension de 1x10° células/m] en el medio de cultivo y se vierten 100 pl de medio de cul-
tivo sélo en los pocillos periféricos de una microplaca de cultivo tisular de 96 pocillos (= ensayos en blanco).
En los demds pocillos se vierten 100 i de una suspension de 1x10° célulasiml (= 1 x10* células/pocillo). Se
preparan dos placas con cada sustancia de ensayo: una para determinar la citotoxicidad (~UVA) y la otra para
determinar la fotocitotoxicidad (+ UVA).

Se incuban las células durante 24 horas (7,5 % CO,, 37°C) hasta que formen una monocapa semiconfluyente.
Este periodo de incubacién permite Ja recuperacién, la adherencia y el crecimiento exponencial de las células.

Segundo dia

Tras la incubacidn, se decanta el medio de cultivo de las células y se efecnian dos lavados con 150 pl de
EBSS/PBS por pocillo. Se ailaden 100 pl de EBSS/PBS que contengan la concentracién adecuada de la sustan-
cia de ensayo o sblo disolvente (control negativo). Se afiaden 8 concentraciones distintas de la sustancia de
ensayo. Sec incuban las células con la sustancia de ensayo- durante 60 minutos en la oscuridad (7,5 % CO,,

37°Q.

Para realizar la parte (+ UVA) del ensayo se ijrradian las células a temperatura ambiente durante 50 minutos a
través de la tapa de la placa de 96 pocillos con una dosis de 1,7 mW/[cm? UVA (= 5 )JJcm?). Se airea con un
ventilador para evitar la condensacién de H,0 bajo la tapa. Se mantienen las placas que no se van a irradiar
{(-UVA) a temperatura 2mbiente durante 50 minutos (= tiempo de exposicién a los rayos UVA) en la oscuri-
dad.

Se decanta la solucién de ensayo y se lava dos veces con 150 pl de EBSS/PBS. Se sustituye la EBSS/PBS por el
medio de cultivo y se incuba (7.5 % CO,, 37°C) hasta el dia siguiente (18-22 horas).

Tercer dia

Evaluacion microscopica

Se examinan las células en un microscopio con dispositivo para contraste de fase. Se registran los cambios
morfolégicos de las células debidos a los efectos citotdxicos de la sustancia de ensayo. Se recomienda efectuar
esta comprobacién para excluir los errores experimentales, si bien las observaciones no se emplean para eva-
luar la citotoxicidad ni la fototoxicidad.

Ensayo de captacién del rojo neutro

Se lavan las células con 150 pl de EBSS/PBS precalentada. Se elimina la solucién de lavado con unos golpeci-
tos suaves. Se anaden 100 pl de medio con NR y se incuba durante 3 horas a 37°C, en atmésfera humidifi-
cada con 7,5 % CO,.

Tras la incubacién, se elimina el medio con NR y se lavan las células con 150 pl de EBSS/PBS. Sc decanta y
se absorbe completamente la EBSS/PBS (Facultativo: centrifugado de la placa invertida).

Se afiaden exactamente 150 pl de solucién de desorcion del NR (solucién de etanolficido acético recién pre-
parada).

Se agita répidamente la placa en un agitador de microplacas durante 10 minutos, hasta que el NR se extraiga
de las células y forme una solucién homogénea.

Se mide la densidad 6ptica del extracto de NR 2 540 nm en un espectrofotémetro y se util¥an los ensayos en
blanco como referencia, Se guardan los datos en un formato de fichero apropiado (por ejemplo ASCII) para
su posterior andlisis.

{*} La referencia 12 de la biobliografia contiene mayor informacion.
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2. RESULTADOS

2.1. Calidad y cantidad de los resultados

Los datos deben permitir un anilisis significativo de las respuestas obtenidas con cada concentracién, en pre-
sencia y en ausencia de radiacién UVAfluz visible. Si se comprueba que hay fototoxicidad, tanto ¢l rango de
concentraciones como el intervalo entre cada concentracion deben establecerse de manera que los datos expe-
rimentales puedan representarse en una curva, Dado que una sustancia de ensayo puede no producir efectos
citotdxicos con la concentracion limite definida de 100 pg/ml en el experimento realizado en la oscuridad
(- UVA), pero puede resultar muy citotoxica en el experimento irradiado (+ UVA), puede ser necesario emplear
rangos de concentraciones de drdenes de magnitud distintos en las dos partes del experimento para obtener
resultados de calidad adecuada. Si no se comprueba citotoxicidad en ninguna de las dos partes del experi-
mento (—UVA y +UVA), es suficiente realizar e} ensayo con concentraciones separadas por un gran intervalo
hasta alcanzar la concentracién méixima.

No es preciso comprobar un resultado claramente positivo repitiendo el experimento. Los resultados clara-
mente negativos tampoco han de comprobarse, siempre y cuando la sustancia se haya sometido a ensayo a
concentraciones suficientemente altas. En esos casos, basta realizar un experimento principal y uno o varios
experimentos previos para determinar los rangos de concentraciones.

Los ensayos que den resultados limite, proximos a la linea de corte del modelo de prediccién, deben compro-
barse repitiendo el experimento.

Si se considera necesario repetir el ensayo, puede ser importante modificar Jas condiciones experimentales
para obtener un resultado inequivoco. En este ensayo, Ja preparacién de las soluciones de la sustancia pro-
blema constituye una variable fundamental. Por consiguiente, al repetir el ensayo puede ser esencial modificar
dichas condiciones (codisolvente, trituracién, sonicacion, etc.). También puede plantearse modificar la dura-
ci6én de la incubacién previa a la irradiacién. En el caso de las sustancias inestables en el agua puede ser con-
veniente reducir dicha duracién. -

2.2 Tratamiento de los resultados

Si es posible, conviene determinar la concentracién de sustancia de ensayo que da lugar a una inhibicién del
50 % de la captacion celular de rojo neutro (ECsp). Puede hacerse aplicando cualquier método de regresién no
lineal adecuado {preferiblemente una funcién de Hill 0 una regresién logistica) a los resultados de respuesta a
las concentraciones o mediante otros métodos de ajuste (14). Antes de emplear una ECs, para los cilculos
posteriores, ha de comprobarse debidamente la calidad del ajuste. También pueden utilizarse métodos de
ajuste grafico para calcular la ECyo. En tal caso, se recomienda usar papel probabilistico (eje x: log, cje
y: probit), pues en numerosas ocasiones la funcién concentracién-respuesta pasa a ser pricticamente lineal
después de esa transformacién.

2.3. Evaluacién de los resultados (modelos de prediccién)

2.3.1.  Modelo de prediccion-version 1: factor de fotoirnitacion (PIF)

Si, tanto en presencia (+ UVA) como en ausencia (- UVA)} de Juz, se obtienen curvas completas de concentra-
cidn-respuesta, se calcula el factor de fotoirritacién (PIF) mediante la f6rmula siguiente:

EC,, (- UV)
= 30 -7
a) PIF EC,, (+ UV)

Un PIF < 5 predice la ausencia de potencial fototéxico, mientras que un PIF 2 5 predice la existencia de
potencial fototéxico.

Si una sustancia es citotoxica en presencia de luz (+UVA) y no lo es en ausencia de luz (- UVA), no puede
calcularse ¢l PIF, si bien ese resultado indica la existencia de potencial fototéxico. En tales casos, puede calcu-
larse un *> PIF” si el ensayo de citotoxicidad (-UV) se ha realizado hasta la concentracién de ensayo maxima
(Crnis). pues éste es el valor que se emplea para el cdlculo del “> PIF™

cmu (' UV)
EC,, (+ UV)

Si tnicamente puede obtenerse un “> PIF", todo valor > 1 predice un potencial fototéxico.

b) >PIF =

Si no puede calcularse ni la ECyq (~UV) ni la ECsq (+UV) porque la sustancia no produce efectos citotéxicos
ni a la concentracion de ensayo méaxima, significa que ésta carece de potencial fototoxico. En tal caso, se uti-
liza un “PIF = * 17 tedrico para caracterizar el resultado.

Cmu ('UV)
Coax (+UV)

< PIF =*1=
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2.3.2.

2.4,

Si tnicamente puede obtenerse un “PIF = * 17, el ensayo predice la ausencia de potencial fototéxico.

En los casos b) y c), 3 la hora de predecir el potencial fototéxico deben tomarse detenidamente en considera-
cion las concentraciones alcanzadas en el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU.

Modelo de prediccidn-version 2: fotoefecto medio (MPE)

Puede aplicarse como variante una nueva version del modelo de prediccion del potencial fototéxico, que se
ha elaborado sobre la base de los datos del estudio de validacion EUJCOLIPA (15) y se ha probado en ciego
en un estudio posterior relativo a la fototoxicidad in vitro de sustancias empleadas como de UV (13). Este
modelo permite superar la limitacion del modelo basado en el PIF en los casos en que no puede obtenerse
una ECsy. El modelo utiliza el fotoefecto medio (MPE), que es una medida basada en la comparacién de las
curvas completas de concentracidn-respuesta. Para aplicar el modelo MPE, la Universidad Humboldt (Berlin,
Alemania) ha elaborado un programa informitico especial, que puede obtenerse de forma gratuita.

Interpretaciéon de los resultados

Un resultado positivo en el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU (PIF 2 5 o MPE 2 0,1) indica que la sus-
tancia de ensayo presenta un potencial fototéxico. Si dicho resultado se ha producido con concentraciones
inferiores a 10 pg/ml, es probable que la sustancia de ensayo también tenga efectos fotot6xicos en diversas
condiciones de exposicién in vivo. Si el resultado es positivo dnicamente con la concentracién de ensayo
mixima de 100 pg/ml, para evaluar el peligro o ¢l poder fototéxico puede ser necesario tomar en considera-
cién otros aspectos como la penetracién y la absorcién cutineas y la posible acumulacién de la sustancia er:
la piel, o someter la sustancia a otro tipo de ensayo para confirmar los resultados empleando, por ejemplo,
un modelo de piel humana in vitro.

Un resultado negativo en el ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU (PIF < 5 o MPE < 0,1) indica que la sus-
tancia de ensayo no tiene efectos fototéxicos en las células cultivadas de mamifero en las condiciones aplica-
das. Si la sustancia se ha podido someter a ensayo hasta la concentraciéon mixima de 100 pg/ml, un resultado
negativo indica que la sustancia carece de potencial fototéxico y es improbable que produzca efectos fototéxi-
cos in vivo. Si se obtienen reacciones toxicas idénticas (EC5y + UV y ECso —UV) con concentraciones inferiores,
los datos han de interpretarse del mismo modo. Sin embargo, si no se ha producido toxicidad (+ UV y ~UV)
y la solubilidad de la sustancia de ensayo en el agua ha limitado las concentraciones a menos de 100 pgjml,
cabe dudar de la compatibilidad de la sustancia con el método de ensayo y debe plantearse la realizacion de
un ensayo de confirmacion (por ejemplo, con un modelo de piel in vitro 0 ex vivo, o bien un ensayo in vivo).

INFORME

Informe del ensayo
El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:

— datos de identificacién y n® CAS, si se conoce,

— naturaleza fisica y pureza,

— propiedades fisicoquimicas importantes para la realizacién del estudio,

— estabilidad y fotoestabilidad, si se conocen.

Disolvente:
— justificacidn de la eleccion del disolvente,
— solubilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente,

— porcentaje de disolvente presente en el medio de tratamiento (EBSS o PBS).

Células:

— tipo y procedencia de las células,

— ausencia de micoplasma,

— namero de pasos celulares, si se conoce,

— sensibilidad de las células a la radiacion UVA, determinada con el equipo de irradiacién utilizado en el
ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU.

Condiciones de ensayo (a)-Incubacion antes y después del tratamiento:
— tipo y composicién del medio de cultivo,
— condiciones de incubacién (concentracién de CO,, temperatura y humedad),

— duracién de la incubacion (tratamiento previo y posterior).
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Condiciones de ensayo (b)-Tratamiento con la sustancia:

fundamento de la eleccion de concentraciones de Ja sustancia de ensayo empleadas en presencia y en
ausencia de radiacién UV/luz visible,

en caso de que la sustancia de ensayo sea escasamente soluble y no sea citotéxica, fundamento de la elec-
cién de la mayor concentracién empleada,

tipo y composicién del medio de tratamiento (solucién salina tampén),

duracién del tratamiento quimico.

Condiciones de ensayo (c)-Irradiacion:

fundamento de la eleccion de la fuente de Juz empleada,
caracteristicas de la irradiancia espectral de la fuente de luz,
caracteristicas de transmisiénfabsorcion del filtro o filtros utilizados,
caracteristicas del radiémetro y condiciones de calibrado,

distancia entre la fuente de luz y el sistema de ensayo,

irradiancia UVA a esa distancia, expresada en mW/cm?,

duracién de la exposicién a la radiacién UV[luz visible,

dosis de radiacién UVA (irradiancia > tiempo), expresada en Jjem?,

ternperatura aplicada a Jos cultivos celulares durante la irradiacién y a los mantenidos en la oscuridad en
paralelo.

Condiciones de ensayo (d)-Ensayo NRU:

composicién del medio NR,

duracién de la incubacion en NR,

condiciones de incubatién (concentracién de CO,, temperatura y humedad),

condiciones de extraccién del NR (agente de extraccién, duracion),

longitud de onda empleada para la lectura espectrofotométrica de la densidad 6ptica del NR,
segunda longitud de onda (referencia), si procede,

contenido del ensayo en blanco del espectrofotémetro, si procede.

Resultados:

viabilidad celular obtenida con cada concentracién de la sustancia de ensayo, expresada en % de la viabili-
dad media de los controles,

curvas de concentracion-respuesta (concentracién de la sustancia de ensayo — viabilidad celular relativa),
obtenidas en los experimentos + UVA y —UVA realizados en paralelo,

anilisis de los datos derivados de las curvas de concentracidn-respuesta: si es posible, computaciénfcil-
culo de la EC55 (+ UVA) y ECsq (- UVA),

comparacién de las dos curvas de concentracién-respuesta obtenidas en presencia y en ausencia de irra-
diacién UVA(luz visible, calculando el factor de fotoirritacion (PIF) o el fotoefecto medio (MPE),

clasificacion del potencial fototéxico,

criterios de aceptacion del ensayo (a)-Control negativo en paralelo:

— viabilidad absoluta (densidad dptica del extracto de NR) de las células irradiadas y las no irradiadas,
— datos de referencia del control negativo, media y desviacién estindar,

criterios de aceptacion del ensayo (b}-Control pasitivo en paralelo:

— ECso (+UVA), EC5o (-UVA) y PIF de la sustancia del control positivo,

— datos de referencia de la sustancia del control positivo: ECyy (+ UVA), ECsy (-UVA) y PIF, media y
desviacion estindar.

Discusion de los resultados.

Conclusiones.
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Apéndice

Funcién del ensayo de fototoxicidad 3T3 NRU eb un enfoque secuencial de los ensayos de
fototoxicidad de sustancias quimicas

Evaluacién inicial
de la sustancia
(Q)SAR, fotogquimica

Espectros de
absorciéon de UV/uz
visible en disolventes
apropiados
(por cjemplo
OCDE TG 101)

No es preciso
realizar mis
ensayos
fotobiolégicos

No hay
absorcidn

Absorcidn

Ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU

Con conc.
@ > 100 pg/mi

Cogn conc.
© < 100 pg/ml

Medidas
reglamentarias
conforme al uso

en personas
por ejemplo:
etiquetado

h 4

Ausencia de
potencial
Sototéxico

agudo

Ensayo de confirmacién
validsdo
(véase el punto 2.4)

v

Ensayo in vitro
(53] de fotogenotoxicidad

Ensayo de fotoalergia

©

Ensayos de inocuidad
en seres humanos»
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ANEXO-C

PARTE A
Disposiciones relativas a los cierres de seguridad para nifios
Ademés de lo dispuesto en el apartado 1 de articulo 18 del presente Reglamento, los envases que, independientemente de su capacidad, contengan sustancias que
represente un peligro por aspiracion (Xn; R65) y estén dasificadas y efiquetadas de acuerdo con el punto 3.2.3. del anexo VI del presente Reglamento con excepcion de las
suslancias comercializadas en forma de aerosol o en un envase provisto de sistema de pulverizacion sellado, deberdn ir provistos de un ciemre de seguridad para nifios.
{1, Envases que pueden volver a cerarse
Los cierres de seguidad para nifios que se empleen en envases que pueden volver a cemarse deberdn ajustarse a la norma ISO 8317 (edicion de 1 de julio de 1989)
sobre “Envases de seguridad a prueba de nifios - Requisitos y método de ensayo para envases que pueden volver a cemarse’, adoptada por la Organizacion
internacional de Normatizacidn (ISO).
2. Envases que no-pueden volver a cerarse
Los ciemes de seguridad para nifios que se empleen en envases que no pueden volver a cemarse deberdn ajustarse a la norma CEN 862 (edicion de marzo de 1997)
sobre “Envases de seguridad a prueba de nifios - Requisitos y métodos de ensayo para envases que no pueden volver a cerrarse para productos no famacéuticos”,
adoptada por el Comnité Europeo de Normalizacion (CEN).

3. Observaciones

1. Sélo podran cerficar la conformidad con las mencionadas nonmas aquefios laboratorios que hayan demostrado que cumplen fas normas europeas EN
de la serie 45.000.

2. Casos particulares

Cuando parezca evidente que un envase es suficientemente seguro para los nifios, en particular porque éstos no pueden acceder a su contenido sin
ayuda de un instrumento, podra omitirse el ensayo.

En todos los demds casos, y cuando existan motivos validamente justificados para dudar de la eficacia del ciere de seguridad ufiizado a prueba de
nifios, la autoridad nacional podré solicitar al responsable de la comercializacion un certificado, emitido por un laboratorio de ensayo del tipo definido en
el punto 3.1, que certifique: :

- Que el tipo de cieme utilizado es tal que no es preciso efectuar ensayos conforme a las normas ISO o CEN anteriormente mencionadas.

0

- Que el ciere de que se trata, una vez somefido a los ensayos establecidos por las normas mencionadas, es conforme a las
prescripciones establecidas.

PARTE B

Disposiciones relativas a los dispositivos que permiten detectar los peligros al tacto

Las especificaciones técnicas de los dispositivos que permilen detectar los peligros al tacto deberén ajustarse a la norma ISOEN 11683 (edicion de 1997) sobre
*Envases, Marcas Téctles de Peligro. Requisitos™.
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ANEXO - D

1.6. Los datos necesarios para la clasificacion y el etiquetado de sustancias podrin obtenerse:

a) con respecto a las sustancias para las que sea imprescindible la informacién especificada en el anexo VII,
la mayor parte de los datos necesarios para su clasificacion y etiquetado figurarin en el “expediente de
base”. Ambos, clasificacién y etiquetado, se revisaridn, si fuera necesario, cuando se disponga de informa-
cién complementaria (anexo VIH);

b) con respecto a las demds sustancias (por ejemplo, las del punto 1.5), los datos necesarios para su clasifica-
cién y etiquetado podrén obtenerse de diversas fuentes, tales como resultados de ensayos anteriores, indi-
caciones exigidas por la normativa internacional en materia de transporte de mercancias peligrosas, infor-
macion recogida en trabajos de referencia y en bibliografia o informacién generada por la experiencia
préctica. También se podrin tomar en consideracién, cuando proceda, los resultados de relaciones valida-
das estructura-actividad y la opinién de expertos.

Los datos necesarios para la clasificacion y el etiquetado de preparados podrén obtenerse:

a) en cuanto a los datos fisicoquimicos, aplicando los métodos del anexo V. Para los preparados gaseosos se
puede utilizar un método de cdlculo de las propiedades inflamables y comburentes (véase el capitulo 9);

b) en cuanto a los datos relativos a los efectos sobre la salud:

— aplicando los métodos del anexo V o el método convencional que se indica en los numeros 1 a} 9 del
apartado 5 del articulo 3 del Reglamento d e Preparados o, en el caso de R65, aplicando las normas del
punto 3.2.3,

— sin embargo, para la evaluacién de propiedades carcinogénicas, mutagénicas y toxicas para la repro-
duccién, se aplicard el método convencional preceptuado en los nimeros 10 al 17 del apartado 5 del ar-
ticulo 3 del Reglamento d e Preparados.

Nota referente a los resultados de los ensayos con animales

La realizacién de ensayos con animales para obtener datos experimentales estd sujeta a lo dispuesto en e |
Real Decreto 223/1988 de 14 de marzo.

1.7.2.  Aplicacidn de los criterios de guia a las sustancias

Los criterios establecidos en el presente anexo serdn directamente aplicables cuando los datos se hayan obte-
nido utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V. En otros casos, los datos dispo-
nibles deberdn evaluarse comparando los métodos de ensayo de que se trate con Jos métodos contemplados
en el anexo V y con las normas previstas en el presente anexo, a fin de determinar la clasificacion y el etique-
tado mds adecuados.

En algunos casos puede haber dudas sobre la aplicacién o no de los criterios pertinentes, especialmente si se
precisan conocimientos especializados. En tales casos, el fabricante, distribuidor o importador clasificarin y eti-
quetardn provisionalmente la sustancia basindose en una evaluacion de los datos realizada por una persona
competente.

Sin perjuicio de lo dispuesto en el articulo 6, se se ha aplicado el procedimiento anterior y se temen posibles
incoherencias, se podra proponer la inclusion de la clasificacion provisional en el anexo 1. Dicha propuesta se
presentard a uno de los Estados miembros e ird acompafiada de los datos cientificos apropiados (véase también
el punto 4.1).

Se podré aplicar un procedimiento similar en caso de que se disponga de informacién que haga dudar de la
exactitud de una entrada existente en el anexo 1.

2.2.2.1. Observaciones sobre los perdxidos

En lo que se refiere a las propiedades explosivas, todo peréxido orgdnico o preparado que lo contenga en la
forma en que es comercializado se clasificard de acuerdo con los criterios del punto 2.2.1 sobre la base de los
ensayos realizados con arreglo a los métodos indicados en el anexo V.
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3.2.3.

Respecto a las propiedades comburentes, los actuales métodos del anexo V no pueden aplicarse a los per6xi-
dos orgdnicos.

En cuanto a las sustancias, los peréxidos orgdnicos que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasi-
ficarin como peligrosos en funcion de su estructura (por ejemplo: R-0-O-H; R;-0-O-R,).

Los preparados que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasificardn aplicando el método de cil-
culo basado en el porcentaje de oxigeno activo que se recoge en el punto 9.5

Todo peréxido orginico, o preparado que lo contenga, que no haya sido clasificado ya como explosivo se cla-
sificard como comburente si el peréxido o su formulacién contiene:

— mis de 5% de peréxidos orgdnicos, o

— mis del 0,5% de oxigeno disponible procedente de los peréxidos orgénicos, y mis del 5% de peréxido de
hidrégeno.

Nocivo
Las sustancias y preparados se clasificardn como nocivos, asigndndoseles el simbolo “Xn" y la indicacién de

peligro “Nocivo”, segin los criterios que se especifican a continuacién. Se asignaran las frases de riesgo en fun-
cién de los criterios siguientes:

R 22 Nocivo por ingestion

Toxicidad aguda:
— DLjq por via oral, en rata: 200<LDsq< 2 000 mgkg,
— dosis discriminante, via oral, en rata, 50 mgfkg: 100% de supervivencia, con toxicidad evidente,

— menos del 100% de supervivencia con 500 mgfkg, via oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija.
Véase el cuadro de evaluacién del método B1 bis del anexo V.

R 21 Nocivo en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

— DLgg por penetracién cutdnea, en rata o en conejo: 400 <LDgo< 2 000 mgfkg.

R 20 Nocivo por inhalacién

Toxicidad aguda:
— ClLsq por inhalacién, en rata, para aerosoles o particulas: 1<CLgq< 5 mg/if4 h,

— CLsg por inhalacién, en rata, para gases o vapores: 2<CLsq< 20 mg/l/4 h.

R 65 Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar

Sustancias y preparados liquidos que presentan riesgo de aspiracién para las personas debido a su baja visco-
sidad:

a) sustancias y preparados que contienen hidrocarburos aliféticos, aliciclicos o aromdticos en una concentra-
cién total, igual o superior al 10%, y que tienen:

— un periodo de flujo inferior a 30 s en un recipiente ISO de 3 mm con arreglo a ISO 2431, o

— una viscosidad cinemitica medida con un viscosimetro capilar de cristal calibrado con arreglo a ISO
3104/3105 inferior 2 7% 1075 m?/s a 40°C, o

— una viscosidad cinemitica derivada de las mediciones de la viscosometria rotativa con arreglo a 1SO
3129 inferior 2 7x107® m?/s a 40°C.

Nétese que las sustancias y preparados que cumplen estos criterios no tienen por qué ser clasificados si su
tensién superficial media es superior 2 33 mN/m a 25°C medida mediante el tensiémetro de Nouy o los
métodos de ensayo del punto 5 de la parte A del anexo V;

b) en el caso de las demds sustancias y preparados, no sujetos a los criterios anteriores, segtin la experiencia
prictica con personas.
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3.23.1.

3.2.6.1.

R 40 Posible riesgo de efectos irreversibles

— Datos convincentes de que, aparte de los efectos mencionados en el capitulo 4, pueden provocarse dafios
irreversibles como consecuencia de una tnica exposicién por una via susceptible, generalmente en el
intervalo de valores arriba citado.

Para indicar la via de administracién/exposicion se asignari una de las combinaciones siguientes: R 40/20, R
40[21, R 40[22, R 40{20/21, R 40/20/22, R 40{21/22, R 40/20/21/22.

R 48 Peligro de grave dafio para la salud por exposicién prolongada

— Se puede producir un dafio grave (claro trastorno funcional o cambio morfolégico de significacién toxico-
l6gica) como consecuencia de una exposicion repetida o prolongada por una via susceptible.

Las sustancias y preparados se clasificardn al menos como nocivos si se observan estos efectos con dosis del
orden de:

— via oral, en rata: <50 mg/kg (peso corporal)/dia,
— via cutdneo, en rata o conejo: < 100 mgfkg (peso corporal)/dia,

— inhalacién, en rata: <0,25 mgf}, 6 h/dia.

Pueden aplicarse directamente estos valores indicativos cuando se hayan observado lesiones graves en un
ensayo de toxicidad subcrénica (noventa dias). Al interpretarse los resultados de un ensayo de toxicidad suba-
guda (veintiocho dias), estas cifras deberdn multiplicarse por tres aproximadamente. Si existe un ensayo de
toxicidad cronica (dos afios), la evaluacién deberd realizarse caso por caso. Si se dispone de resultados de estu-
dios de mds de una duracién, se utilizardn normalmente los obtenidos en el estudio mds largo.

Para indicar la via de administracién/exposicion se asignard una de las combinaciones siguientes: R 4820, R
48/21, R 48/22, R 48/20/21, R 48/20/22, R 48/21/22, R 48/20/21/22.

Comentarios concernientes a fas sustancias volatiles

En el caso de ciertas sustancias con una elevada concentracién de vapor saturado, pueden existir datos que
indiquen efectos preocupantes. Tales sustancias pueden no estar clasificadas segin los criterios de efectos para
la salud recogidos en esta guia (3.2.3) o no estar cubiertos por el punto 3.2.8. Sin embargo, si existen indicios
suficientes de que pueden representar un riesgo cuando se utilicen y manipulen en condiciones normales.
puede ser necesario clasificarlas una por una en el anexo .

Inflamaci6én cutinea
Se asignard la siguiente frase de riesgo segiin los criterios indicados:

R 38 Irrita la piel

— Sustancias y preparados que producen una inflamacién cutinea importante, que persiste al menos 24
horas tras un periodo de exposicién de hasta 4 horas, establecida en conejos, segin el método de ensayo
de irritacién cutinea que figura en el anexo V.

La inflamacién cutdnea se considerard importante si:

a) el valor medio de las puntuaciones de la formacion de eritemas y escaras, o de edema, valor calculado
teniendo en cuenta todos los animales del ensayo, es igual o superior a 2;

b) o bien, en caso de que el ensayo del anexo V se hubiera realizado en tres animales, cuando se haya
observado en dos o mds animales una formacion de eritemas y escaras o de edemas equivalente a un
valor medio igual o superior a 2 calculado por cada animal individualmente.

En ambos casos, al calcular las medias respectivas, deberin utilizarse todos los resultados de cada uno de
los periodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.
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3.2.8.

La inflamacién cutinea también se considerard importante si persiste en un minimo de dos animales, al
final del periodo de observacién. También deberdn tenerse en cuenta efectos especiales como, por ejem-
plo, hiperplasia, descamacién, decoloracién, formacién de fisuras o costras y alopecia.

Los datos pertinentes pueden también obtenerse de estudios no agudos en animales (véanse los comenta-
rios sobre la frase R 48, punto 2.d). Estos se consideraran significativos si los efectos observados son com:
parables a los arriba descritos.

— Sustancias y preparados que producen una inflamacion cutinea importante por contacto inmediato, pro-
longado o repetido, comprobada en observaciones practicas en seres humanos.

— Peréxidos orgdnicos, excepto si se demuestra lo contrario.

Parestesia: La parestesia causada en seres humanos por contacto de plaguicidas piretroides con la piel no se
considera un efecto irritante que justifique la clasificacién como Xi; R 38. No obstante, debe aplicarse la frase
S 24 a las sustancias que produzcan este efecto.

Otras propiedades toxicoldgicas

Se asignardn otras frases de riesgo de acuerdo con los criterios siguientes (basados en la experiencia obtenida
durante la elaboracién del anexo I) a las sustancias y preparados clasificados en virtud de los puntos 2.2.1 a
3.2.7 anteriores y los capitulos 4 y 5.

R 29 Libera gas téxico en contacto con el agua

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o con aire himedo, desprenden gases téxicos o muy
téxicos en cantidades potencialmente peligrosas (por ejemplo, fosfuro de aluminio o pentasulfuro de fésforo).

R 31 Libera gas toxico en contacto con acidos

Sustancias y preparados que reaccionan con icidos desprendiendo gases téxicos en cantidades peligrosas (por
ejemplo, hipoclorito de sodio o polisulfuro de bario). En cuanto a las sustancias de uso piblico, seria mds ade-
cuado utilizar la frase S 50 [No mezclar con ... (a especificar por el fabricante)].

R 32 Libera gas muy téxico en contacto con acidos

Sustancias y preparados que reaccionan con édcidos desprendiendo gases muy téxicos en cantidades peligrosas
(por ejemplo, sales de cianuro de hidrégeno o aziduro de sodio). En cuanto a las sustancias de uso piblico, es
mds adecuado utilizar la frase S 50 [No mezclar con ... (a especificar por el fabricante)].

R 33 Peligro de efectos acumulativos

Sustancias y preparados que pueden acumularse en el cuerpo humano, lo cual, aun siendo motivo de preocu-
pacion, no justifica el uso de la frase R 28.

R 64 Puede resultar nocivo para el lactante

Sustancias y preparados absorbidos por la mujer que pueden interferir con la lactancia, o estar presentes (in-
cluidos los metabolitos) en la leche materna en cantidades suficientes para ser motivo de preocupacién con
respecto a la salud del lactante.

Para las observaciones sobre la utilizacién de esta frase R 64 (y, en algunos casos, la frase R 33), véase el
punto 4.2.3.3.

R 66 La exposicién repetida puede provocar sequedad o agrietamiento de la piel

Sustancias y preparados que pueden producir sequedad, descamacion o agrietamiento de la piel, pero no cum-
plen los criterios de la frase R 38:

sobre la base de:
— la observacién préctica tras manipulacién y uso normal

— o bien, datos de sus efectos previstos sobre la piel.

Véanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7.
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4.1.2.

5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2,2.

R 67 La inhalacién de vapores puede provocar somnolencia y mareo

Sustancias y preparados volitiles que contengan sustancias que puedan causar sintomas claros de depresién
del sistema nervioso central por inhalacién y que no estén clasificados ya en funcién de su toxicidad aguda
por inhalacién (R 20, R 23, R 26, R 40/20, R 39/23 o R 39/26).

Se podran aportar los datos siguientes:

a) datos de estudios sobre animales que muestren claros signos de depresién del SNC como, por ejem-
plo, efectos narcéticos, letargia, falta de coordinacién (incluida la pérdida del reflejo de enderezamiento) y
ataxia,

ya sea:
— a concentraciones|tiempos de exposicidn no superiores a 20 mg/lj4 h, o

— con un conciente <1/10 entre la concentracién del efecto a <4 h y la concentracién de vapor satu-
rado (SVQC) a 20°C;

b) experiencias practicas con seres humanos (por ejemplo: narcosis, somnolencia, aturdimiento, pérdida de
reflejos, falta de coordinacién, vértigo) incluidas en informes bien documentados en condiciones de expo-
sicién comparables a las que producen los efectos especificados anteriormente en animales.

Véanse también los puntos 1.6 y 1.7.
Para otras frases de riesgo, véase el punto 2.2.6.

Si un fabricante, distribuidor o importador dispone de informacién que aconseje clasificar y etiquetar una sus-
tancia conforme a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, etiquetard provisionalmente
dicha sustancia con arreglo a tales criterios, a partir de una evaluacién de las purebas realizada por una per-
sona competente.

El fabricante, distribuidor o importador presentar lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice
la sustancia un documento que resuma toda la informacién pertinente. Dicho resumen contendrd una biblio-
grafia exhaustiva, incluidos cualesquiera datos pertinentes no publicados.

Ademds, si el fabricante, distribuidor o importador dispone de nuevos datos pertinentes para la clasificacién o
etiquetado de una sustancia con arreglo a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 0 4.2.3, los pre-
sentard lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice Ja sustancia.

Medio ambiente no acudtico

Las sustancias se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente y se les asignard el simbolo “N, y la
correspondiente indicacion de peligro y frase de riesgo, en funcién de los criterios siguientes:

R 54; Toéxico para la flora

R 55: Toxico para la fauna

R 56: Toéxico para los organismos del suelo
R 57: Toxico para las abejas

R 58: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente

Sustancias que, segiin los datos de que se dispone sobre sus propiedades, persistencia, potencial de acumula-
cién y su destino y comportamiento en el medio ambiente —previsibles u observados— puedan suponer un
peligro inmediato, retardado o a largo plazo para la estructura o funcionamiento de otros ecosistemas natura-
les aparte de los referidos en el punto 5.2.1. Se elaboraran criterios mds detallados en el futuro.

Las sustancias se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente y se les asignard el simbolo “N", y la
correspondiente indicacion de peligro y frase de riesgo, en funcién de los criterios siguientes:

R 59: Peligroso para la capa de ozono

Sustancias que pueden representar, de acuerdo con los datos disponibles sobre sus propiedades, asi como
sobre su destino medioambiental y su comportamiento previsibles u observados, un peligro para la estructura
yjo el funcionamiento de la capa estratosférica de ozono. Esto incluye las sustancias enumeradas en el anexo 1
del Reglamento (CE) n® 3093/94 del Consejo, de 15 de diciembre de 1994, relativo a las sustancias que agotan
la capa de ozono (DO L 333 de 22.12.1994, p. 1) y en sus modificaciones posteriores.
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6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados

S 1 Consérvese bajo llave
— Aplicacién:

— sustancias y preparados muy tdxicos, toxicos y corrosivos.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados arriba citados de venta al publico.

$ 2 Manténgase fuera del alcance de los nifios

— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacion:
— obligatoria para todas las sustancias y preparados peligrosos de venta al publico, a excepcion de los

clasificados s6lo como peligrosos para el medio ambiente.

S 3 Consérvese en lugar fresco
— Aplicacién:

— perdxidos orginicos,

— otras sustancias o preparados peligrosos con punto de ebullicién <40°C.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para los peréxidos orginicos, salvo si se utiliza la frase S 47,

— recomendada para otras sustancias o preparados peligrosos con punto de ebulliocion <40°C.

$ 4 Manténgase lejos de locales habitados
-— Aplicacién:
— sustancias y preparados muy tdxicos y téxicos.
— Criterios de utilizacién:
— limitada normalmente a las sustancias y preparados muy t6xicos y téxicos, cuando convenga comple-
mentar la frase S 13; por ejemplo, cuando haya riesgo de inhalacién y dichas sustancias o preparados

deban almacenarse fuera de locales habitados. La advertencia no pretende impedir la correcta utiliza-
cién de tales sustancias o preparados en locales habitados.

S 5 Consérvese en ... (liquido apropiado a especificar por el fabricante)
— Aplicacién:
— sustancias y preparados sélidos espontaneamente inflamables.

— Criterios de utilizacién:

— limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, €l sodio, el potasio o el fésforo blanco.

S 6 Consérvese en ... (gas inerte a especificar por el fabricante)
— Aplicacién:
— sustancias y preparados peligrosos que deban conservarse en atmdsfera inerte.

— (riterios de utilizacidn:

— limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, determinados compuestos organometilicos.
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S 7 Manténgase el recipiente bien cerrado
— Aplicacién:
— perdxidos orgdnicos,

— sustancias y preparados que puedan desprender gases muy toxicos, toxicos, nocivos o extremada-
mente inflamables,

— sustancias y preparados que, en contacto con la humedad, desprendan gases extremadamente infla-
mables,

—— sélidos facilmente inflamables.
— (Criterios de utilizacién:
— obligatoria para los peréxidos orgénicos,

— recomendada para los demds casos arriba citados.

S 8 Manténgase el recipiente en lugar seco
— Aplicacién:
— Sustancias y preparados que puedan reaccionar violentamente con el agua,
— sustancias y preparados que, en contacto con el aéua, liberen gases extremadamente inflamables,
— sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberen gases muy téxicos o téxicos.
— Criterios de utilizacion:
—— limitada normalmente a los casos arriba citados, cuando sea necesario reforzar las advertencias de las

frases R 14, R 15 en particular, y R 29.

S 9 Mantenga el recipiente en lugar bien ventilado
— Aplicacién:
— sustancias y preparados voldtiles que puedan desprender vapores muy téxicos, tdxicos o nocivos,
— liquidos extremadamente inflamables o ficilmente inflamables y gases extremadamente inflamables.
— Criterios de utilizacion:

— recomendada para las sustancias y preparados voldtiles que puedan desprender vapores muy tdxicos,
téxicos 0 nocivos,

— recomendada para liquidos extremadamente inflamables o ficilmente inflamables o gases extremada-
mente inflamables.

S 12 No cerrar el recipiente herméticamente
— Aplicacién:

— sustancias y preparados que puedan hacer estallar el recipiente que los contiene por desprendimiento
de gases o vapores.

— Criterios de utilizacion:

— limitada normalmente a los casos especiales arriba citados.
S 13 Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos
— Aplicacidn:

— sustancias y preparados muy tdxicos, téxicos y nocivos.

— Criterios de utilizacion:

— recomendada cuando dichas sustancias o preparados sean de uso piiblico.
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S 14 Manténgase lejos de ... (materiales incompatibles a especificar por el fabricante)
— Aplicacion:
— perdxidos organicos.
— Criterios de utilizacién:
— obligatoria para los perdxidos orgdnicos y limitada, normalmente, a los mismos. No obstante, puede

ser atil en ciertos casos excepcionales, cuando la incompatibilidad pueda provocar un riesgo determi-
nado.

S 15 Conservar alejado del calor
— Aplicacién:

— sustancias y preparados que puedan descomponerse o reaccionar espontineamente por efecto del
calor.

— Criterios de utilizacién:
— limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo los mondmeros, salvo si ya se les han asignado

las frases R 2, R 3yfo R 5.

$ 16 Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas — No fumar
— Aplicacién:

— liquidos extremadamente inflamables o ficilmente inflamables y gases extremadamente inflamables.
— Criterios de utilizacién:

— recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados, salvo si ya se les han asignado la.

frasesR 2, R 3yfJoR 5.

S 17 Manténgase lejos de materiales combustibles
—  Aplicacidn:

— sustancias y preparados que puedan formar mezclas explosivas o espontineamente inflamables con
materiales combustibles.

— Criterios de utilizacién:

— en casos especiales (por ejemplo, para reforzar las frases R 8 y R 9).

S 18 Manipilese y dbrase el recipiente con prudencia
— Aplicacién:
— sustancias y preparados que puedan producir una sobrepresidn en el recipiente,

— sustancias y preparados que puedan ocasionar la formacién de peréxidos explosivos.

— Criterios de utilizacién:

— limitada normalmente a los casos arriba citados cuando haya riesgo de lesiones oculares o cuando
dichas sustancias y preparados sean de uso piblico.

S 20 No comer ni beber durante su utilizacién
— Aplicacién:

— sustancias y preparados muy 16xicos, tdxicos y corrosivos.
— Criterios de utilizacion:

— limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, arsénico y compuestos de arsénico, fluoraceta-
tos), en particular cuando tales sustancias y preparados sean de uso publico.
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S 21 No fume durante su utilizaciéon
— Aplicacion:

— sustancias y preparados cuya combustién produzca compuestos tdxicos.
— (riterios de utilizacién:

— limitada normalmente ‘a casos especiales, por ejemplo compuestos halogenados.

S 22 No respirar el polvo
— Aplicacién: |
— todas las sustancias y preparados sélidos peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizaci6n:
— obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne la frase R 42,
— recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados que se suministran en forma de

polvo inhalable y cuyos riesgos para la salud por inhalacién se desconocen.

S 23 No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles (denominaciones adecuadas a especificar por el
fabricante)

— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados liquidos o gaseosos peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizacion:
— obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne la frase R 42,

— obligatoria para las sustancias y preparados que se vayan a utilizar en forma de aerosoles. Se debera
asignar ademds la frase $ 38 012 S 51,

— recomendada cuando sea necesario llamar Ja atencién del usuario sobre los riesgos por inhalacién no

indicados en las frases de riesgo asignadas.

S 24 Evitese el contacto con la piel
— Aplicacién:

— todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 43, salvo que tam-
bién se haya asignado la S 36,

— recomendada cuando sea necesario llamar la atencién del usuario sobre los riesgos por contacto con

la piel no mencionados en las frases de riesgo (por ejemplo, parestesia), asignadas a dichas sustancias.
No obstante, esta frase podrd utilizarse también para reforzar tales frases de riesgo.

S 25 Evitese el contacto con los ojos

— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizacién:
— recomendada cuando sea necesario llamar la atencién del usuario sobre los riesgos por contacto con
los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias. No obstante, esta frase podra utilizarse

también para reforzar tales frases de riesgo,

— recomendada para las sustancias que tengan asignadas las frases R 34, R 35, R 36 o R 41 y que sean
de uso publico.
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$ 26 En caso de contacto con los ojos, livense inmediata y abundantemente con agua y aciidase a un
médico

— Aplicacién:
— sustancias y preparados corrosivos o irritantes.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados, asi como para las sustancias y preparados que deban lle-
var la frase R 41,

— recomendada para las sustancias y preparados irritantes que deban llevar la frase R 36.

S 27 Quitese inmediatamente la ropa contaminada
— Aplicacién:

— sustancias y preparados muy téxicos, téxicos o corrosivos.
— Criterios de utilizacion:

— obligatoria en las sustancias y preparados muy téxicos a los que se ha asignado la frase R 27 y que
sean de uso piiblico,

— recomendada en el caso de sustancias y preparados muy téxicos utilizados en la industria a los que se
ha asignado la frase R 27. Sin embargo, esta frase de prudencia no se deberd utilizar cuando se haya
asignado la frase S 36,

— recomendada para las sustancias y preparados toxicos a los que se ha asignado la frase R 24, asi

como para las sustancias y preparados corrosivos de uso publico.

S 28 En caso de contacto con la piel, ldvese inmediata y abundantemente con ... (a especificar por el
fabricante).

—  Aplicacién:

— sustancias y preparados muy téxicos, toxicos o corrosivos.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados muy téxicos,

— recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados, especialmente cuando el agua no
sea el liguido mds apropiado para el lavado,

— recomendada para las sustancias y preparados corrosivos de uso publico.

S 29 No tirar los residuos por el desagiie

—  Aplicacién:
— liquidos extremada o ficilmente inflamables que sean inmiscibles con el agua,
— sustancias y preparados muy toxicos y tdxicos,

— sustancias peligrosas para el medio ambiente.

— Criterios de utilizacion:

— obligatoria para las sustancias peligrosas para el medio ambiente a las que se haya asignado el sim-
bolo “N” y que sean de uso piblico, a menos que estén destinadas para ello,

— recomendada para las demds sustancias y preparados arriba citados que sean de uso piblico, a menos
que estén destinados para ello.
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S 30 No echar jamds agua a este producto
— Aplicacion:
— sustancias y preparados que reaccionen violentamente con el agua.
— Criterios de utilizacién:
— limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo dcido sulférico. También podrd utilizarse para

aclarar una informacion, para reforzar la frase R 14 o, incluso, como alternativa a la frase R 14.

§ 33 Evitese la acumulacién de cargas electroestiticas
— Aplicacién:
— sustancias y preparados extremada o ficilmente inflamables.
— Criterios de utilizacion:
— recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria que no absorban la humedad.

No se usard pricticamente nunca para las sustancias y preparados de venta al publico.

$ 35 Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles
— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacién:
— recomendada para las sustancias y preparados cuya eliminacién adecuada exija instrucciones espe-

ciales.

$ 36 Usen indumentaria protectora adecuada
—  Aplicacién:
— perdxidos organicos,
— sustancias y preparados muy téxicos, t6xicos 0 nocivos,

— sustancias y preparados corrosivos.

— Criterios de utilizacién:
— obligatoria para sustancias y preparados muy téxicos y corrosivos,
— obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 21 o R 24,

— obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y téxicas para la reproduccién de la cate-
goria 3, salvo cuando los efectos se produzcan sélo por inhalacién de la sustancia o el preparado,

— obligatoria para los perdéxidos organicos,

— recomendada para las sustancias y preparados téxicos si no se conoce el valor DLsg por via cutdnea y
es probable que la sustancia o preparado resulten téxicos en contacto con la piel,

— recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria cuando puedan causar dafio a

la salud tras una exposicién prolongada.

S 37 Usen guantes adecuados

— Aplicacion:
— sustancias y preparados muy toxicos, tGxicos, nocivos o corrosivos,
— perdxidos orgdnicos,

— sustancias y preparados irritantes para la piel o sensibilizantes por contacto con la piel.
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— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para sustancias y preparados muy téxicos y corrosivos,
— obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 21, R 24 o R 43,

— obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y toxicas para la reproduccién de la cate-
goria 3, salvo cuando los efectos se produzcan s6lo por inhalacion de la sustancia o preparado,

— obligatoria para los peréxidos orginicos,

— recomendada para las sustancias y preparados toxicos si no se conoce el valor DLsg por via cutdnea y
es probable que la sustancia o preparado resulten nocivos en contacto con la piel,

— recomendada para las sustancias y preparados irritantes para la piel.

S 38 En caso de ventilacién insuficiente, usen un equipo respiratorio adecuado
— Aplicacién;

— sustancias y preparados muy tdxicos o toxicos.
— Criterios de utilizacidn:

— limitada normalmente a los casos especiales en que se utilizan sustancias y preparados muy téxicos o
téxicos en la industria o en la agricultura.

S 39 Usen proteccién para los ojosfla cara
— Aplicacion:
— perdxidos orgénicos,

— sustancias y preparados corrosivos, incluidos los irritantes, que puedan provocar lesiones oculares
graves,

— sustancias y preparados muy toxicos y toxicos.

— Criterios de utilizacién:
— obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 34, R 35 o R 41,
— obligatoria para los per6xidos orginicos,

— recomendada cuando sea necesario llamar la atencién del usuario sobre los riesgos por contacto con
los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias,

— limitada normalmente a casos excepcionales en que haya riesgo de salpicaduras al utilizar sustancias

y preparados muy toxicos y toxicos, y éstos sean ficilmente absorbibles por la piel.

$ 40 Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, isese ... (a especificar por el
fabricante)

— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacién:

— limitada normalmente a las sustancias y preparados peligrosos para los que el agua no es el agente de
limpieza mds idéneo (por ejemplo, cuando deban absorberse con un material pulverulento o disol-
verse con un disolvente) y en caso de que sea importante, por razones de salud o seguridad, mostrar
esta advertencia en la etiqueta.

S 41 En caso de incendio y/o de explosion no respirar los humos
— Aplicacién:
— sustancias y preparados peligrosos en cuya combustién se desprendan gases muy téxicos o téxicos.

— Criterios de utilizacién:

— limitada normalmente a casos especiales
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S 42 Durante las fumigaciones/pulverizaciones use un equipo respiratorio adecuado (denominaciones
adecuadas a especificar por el fabricante)

—  Aplicacién:

— sustancias y preparados destinados a tal uso, pero que puedan poner en peligro la salud y la seguridad
del usuario si no se toman las medidas de precaucion adecuadas.

— Criterios de utilizacién:

— limitada normalmente a casos especiales.

S 43 En caso de incendio, utilizar ... {en el espacio en blanco el fabricante deberd indicar el tipo
preciso de equipo contraincendios). (Si el agua aumenta el riesgo, se deberd afiadir: “No usar
nunca agua”)

— Aplicacién:

— sustancias y preparados extremadamente inflamables, ficilmente inflamables e inflamables.

— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire hémedo, despren-
dan gases extremadamente inflamables,

— recomendada para las sustancias y preparados extremadamente inflamables, ficilmente inflamables e
inflamables, especialmente cuando no sean miscibles con el agua.

S 45 En caso de accidente o malestar, acuda inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele la
etiqueta)

— Aplicacion:

— sustancias y preparados muy téxicos,

— sustancias y preparados toxicos y corrosivos,

— sustancias y preparados sensibilizantes por inhalacién.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados mencionados anteriormente.

S 46 En caso de ingestién, acuda inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase
— Aplicacién:

— todas las sustancias y preparados peligrosos excepto los muy téxicos, téxicos, corrosivos o peligrosos
para el medio ambiente.

— Criterios de utilizacion:

— obligatoria para todas sustancias y preparados peligrosos arriba citados de uso publico, salvo si su
ingestién puede considerarse inofensiva, especialmente para los nifios.

S 47 Consérvese a una temperatura no superior a ... °C (a especificar por el fabricante)
— Aplicacién:

— sustancias y preparados que se vuelvan inestables a cierta temperatura,
— Criterios de utilizacion:

~— limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, determinados peréxidos organicos).

S 48 Consérvese himedo con ... (material apropiado, a especificar por el fabricante)
— Aplicacién:

—— sustancias y preparados que, si se desecan, pueden ser muy sensibles a las chispas, al frotamiento o al
choque.

— Criterios de utilizacion:

— limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo las nitrocelulosas.
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S 49 Consérvese Gnicamente en el recipiente de origen
— Aplicacién:
— sustancias y preparados sensibles a la descomposicién catalitica.
— Criterios de utilizacién:
— sustancias y preparados sensibles a la descomposicién catalitica, por ejemplo algunos perdxidos orga-

nicos.

§ 50 No mezclar con ... (a especificar por el fabricante)
— Aplicacién:

— sustancias y preparados que puedan reaccionar con el producto especificado y desprender gases muy
toxicos o téxicos,

— perdxidos orgénicos.
— Criterios de utilizacién:

— recomendada para las sustancias y preparados antes citados de uso publico, cuando esta frase sea pre-
ferible ala R 31 o R 32,

-— obligatoria para determinados peréxidos que puedan producir reacciones vilentas con catalizadores o

iniciadores.

§ 51 Usese tnicamente en lugares bien ventilados
~— Aplicacién:

— sustancias y preparados destinados a producir vapores, polvo, aerosoles, humos, nieblas, etc., o que
puedan desprenderlos, que supongan riesgo por inhalacién o peligro de incendio o explosion.

— Criterios de utilizacién:
— recomendada cuando no convenga utilizar la frase S 38. Por consiguiente, el empleo de esta frase es

importante cuando tales sustancias y preparados sean de uso pablico.

§ 52 No usar sobre grandes superficies en locales habitados
—  Aplicacién:

— sustancias voldtiles muy téxicas, téxicas y nocivas y preparados que las contengan.
— Criterios de utilizacion:

— recomendada cuando la exposicion prolongada a dichas sustancias puede afectar a la salud a causa de
su volatilizacién en grandes superficies situadas en el interior de viviendas o locales cerrados donde se
congregan personas.

§ 53 Evitese la exposicion — Recdbense instrucciones especiales antes del uso
— Aplicacién:
— sustancias y preparados carcinogénicos, mutagénicos yfo téxicos para la reproduccién.
— Criterios de utilizacién:
— obligatoria para las sustancias y preparados antes mencionados a los que se han asignado las frases R
45, R 46,R 47, R 49, R 60 o R 61.
§ 56 Eliminense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida piblica de residuos especiales
o peligrosos
— Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacién:

— recomendada para todas las sustancias y preparados de uso puablico y que precisen una eliminacién
especial.
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§ 57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacién del medio ambiente
— Aplicacién:
— sustancias y preparados a las que se haya asignado el simbolo “N".

— Criterios de utilizacién:

— limitada en general a las sustancias que no son de uso publico.

S 59 Remitirse al fabricante o proveedor para obtener informacién sobre su recuperacién/reciclado
— Aplicacién:

— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias peligrosas para la capa de ozono,

— recomendada para otras sustancias y preparados cuya recuperacion o reciclado se recomiende.

S 60 Eliminese el producto y su recipiente como residuos peligrosos
—  Aplicacién:
— todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacién:
— recomendada para las sustancias y preparados que no sean de uso piblico cuando no se haya asig-

nado la frase S 35.

$ 61 Evitese su liberaciéon al medio ambiente. Recibense instrucciones especificas de la ficha de datos
de seguridad

— Aplicacién:
— sustancias peligrosas para el medio ambiente.
— Criterios de utilizacién:
— utilizada normalmente en sustancias a las que se haya asignado el simbolo “N”,
— recomendada para todas las sustancias clasificadas como peligrosas para el medio ambiente que no

estén incluidas en la descripcién anterior.

S 62 En caso de ingestién no provoque el vémito: acuda inmediatamente al médico y muéstrele la
etiqueta o el envase

— Aplicacién:

— sustancias y preparados clasificados como nocivos a los que se haya asignado la frase R 65 segiin los
criterios del punto 3.2.3,

— no aplicable a sustancias y preparados que se comercialicen en envases para aerosoles (0 en envases
con un dispositivo nebulizador sellado); véanse las secciones 8 y 9.

— Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados antes citados, de venta o uso publico, excepto en los
casos en que sean obligatorias Jas frases S 45 o S 46,

— recomendada para las sustancias y preparados antes citados cuando se empleen en la industria,
excepto en los casos en que sean obligatorias las frases § 45 o S 46.
S 63 En caso de accidente por inhalacién, transporte a la persona afectada al aire libre y manténgala
€n reposo
—  Aplicacion:
— sustancias y preparados muy tdxicos y toxicos (gases, vapores, particulas, liquidos voldtiles),

— sustancias y preparados que produzcan sensibilizacién respiratoria.
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7.5.2.

8.1.

Criterios de utilizacién:

— obligatoria para las sustancias y preparados a los que se han asignado las frases R 26, R 23 0 R 42 y
que pueden ser utilizados por el publico de manera que se produzca inhalacion.

S 64 En caso de ingestién, enjuiguese la boca con agua (sélo si la persona estd consciente)

Aplicacion:
— sustancias y preparados corrosivos o irritantes.
Criterios de utilizacion:

— recomendada para las sustancias y preparados citados de uso piblico, en caso de que el tratamiento
descrito sea el indicado.

Eleccion de las frases de prudencia

La
en

Se

eleccion final de las frases de prudencia deberd realizarse teniendo en cuenta las frases de riesgo indicadas
la etiqueta y el uso previsto de la sustancia o preparado:

por regla general, bastard con un méximo de cuatro frases § para formular de modo adecuado los conse-
jos de precaucion; a tal efecto, las frases compuestas del anexo IV se considerardn simples;

en el caso de las frases S sobre eliminacidn, se utilizard una de ellas, a menos que esté claro que la elimi-
nacién del material y de su envase no supone peligro para la salud humana o el medio ambiente. En parti-
cular, es importante aconsejar sobre la eliminacién con todas las precauciones posibles en el caso de las
sustancias y preparados de venta al piblico;

" si se seleccionan cuidadosamente las frases S, algunas frases R resultardn superfluas, y viceversa; algunas
frases S que corresponden claramente a frases de riesgo sélo figurarin en la etiqueta cuando se quirea des-
tacar una advertencia concreta;

en la eleccion de frases S, se prestard atencion muy especial a las condiciones de uso previstas para deter-
minadas sustancias y preparados, por ejemplo la pulverizacidn u otros efectos de los aerosoles. Se elegirdn
las frases teniendo en cuenta la utilizacion prevista;

las frases de prudcenia S 1, S 2 y § 45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy téxi-
cos, toxicos y corrosivos de venta al piiblico;

las frases de prudencia S 2 y S 46 son obligatorias para todas las demis sustancias (excepto las clasificadas
s6lo como peligrosas para e] medio ambiente) y los preparados peligrosos de venta al publico.

podran eliminar algunas de las frases seleccionadas seglin los criterios estrictos del punto 6.2 cuando den

lugar a redundancias o ambigiiedades, o resulten claramente innecesarias para el producto o envase concretos.

CASOS ESPECIALES: Sustancias

Botellas portitiles de gas

Se

considerard que las botellas de gas retnen los requisitos en materia de etiquetado cuando cumplan lo dis-

puesto en el articulo 19 del Reglamento de sustancias o en el articulo 20.5. b del mismo.

Sin embargo, como excepcién a lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del articulo 20, podri utilizarse una de
las siguientes alternativas para las botellas de gas con una capacidad igual o inferior a 150 litros:

el formato y las dimensiones de la etiqueta pueden ajustarse a las prescripciones de la norma ISO/DP
7225,

la informacion especificada en el apartado 1 del articulo 19 puede aparecer sobre un disco o una etiqueta
duradera de informacion que se mantendrd unida a la botella.
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8.2.

8.3.

8.4.

Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petréleo (GLP)

Estas sustancias se clasifican en el anexo L. A pesar de estar clasificadas de conformidad con el articulo 2, no
suponen riesgo para Ja salud humana si son comercializadas en botellas rellenables cerradas o en cartuchos no
rellenables a los que se aplica la norma EN 417 en cuanto gases combustibles que s6lo se liberan para la com-
bustién.

Dichas botellas o cartuchos deben estar etiquetados con el simbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla-
mabilidad. No se exige en la etiqueta informacion sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la
informacién sobre dichos efectos que deberia figurar en la etiqueta la enviaré al usuario profesional la persona
responsable de la comercializacién de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el articulo 23 delR.de
sustancias. Se transmitird suficiente informacion al consumidor para que éste pueda tomar todas las precaucio-
nes necesarias para la salud y la seguridad, segiin se dispone en dicho articulo y anexo XI del Reglamento de
sustancias.

Metales en forma maciza

Estas sustancias estan clasificadas en el anexo I o bien se clasificarén con arreglo al articulo 5.5. No obstante,
algunas de ellas, aunque clasificadas conforme al articulo 2, no suponen peligro para la salud humana en caso
de inhalacion, ingestidn o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acudtico, en la forma en
que se comercializan. Tales sustancias no precisan una etiqueta conforme al articulo 19. Sin embargo, el res-
ponsable de su comercializacién comunicard al usuario toda la informacién que deberia haber figurado en la
etiqueta, segin el modelo establecido en el articulo 23 del Reglamento de sustancias.

Sustancias clasificadas con la frase R 65

Las sustancias clasificadas como nocivas por riesgo de aspiracién no tendrdn que ser etiquetadas como nocivas
con la frase R 65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador
sellado.».




